銅輸送タンパク質Ctrにおける金属結合モチーフの分光分析とその応用 by 岡田 毬子
銅輸送タンパク質Ctrにおける金属結合モチーフの
分光分析とその応用
著者 岡田 毬子
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 11301甲第18614号
URL http://hdl.handle.net/10097/00125873
  
 
 
 
銅輸送タンパク質 Ctrにおける 
金属結合モチーフの分光分析とその応用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
東北大学大学院 薬学研究科 
分子薬科学専攻 
岡田毬子 
 
 
1 
 
目次 
1. 序論 4 
2. 実験  
2. 1. Cys/Trpモチーフモデルペプチドの合成と精製 
2. 1. 1. Fmoc固相合成法によるペプチドの合成 
2. 1. 2. ペプチドの切り離しと脱保護 
2. 1. 3. HPLCによる精製 
2. 1. 4. 定量 
2. 1. 5. 還元型 SH基の定量 
2. 2. 銅添加前後のCys/Trpモチーフの蛍光スペクトル測定 
2. 2. 1. Cu(II)を添加したCys/Trpモチーフの SCu(I)由来の蛍光の検出 
2. 2. 2. Cys/TrpモチーフへのCu(I)の滴定 
2. 3. 銅前後のCys/Trpモチーフの非共鳴ラマンスペクトル測定 
2. 3. 1. Cu(II)を添加したCys/Trpモチーフの 488 nm励起ラマンスペクトル測定 
2. 3. 2. Cu(I)を添加したCys/Trpモチーフの 488 nm励起ラマンスペクトル測定 
2. 4. 質量分析スペクトル 
2. 5. BCA (ビシンコニン酸) を用いたCu(II)の還元量の測定 
2. 6. 紫外吸収スペクトル測定によるトリプトファン側鎖環境の測定 
2. 7. 紫外共鳴ラマンスペクトルの測定 
2. 8. Ctr4(113-136)のCDスペクトル測定 
2. 9. Cys/TrpモチーフとCu(I)との結合定数の算出 
2. 10. リポソームストック溶液の調製 
2. 11. リポソームの有無によるCys/Trpモチーフの蛍光スペクトルの変化 
2. 12. Stern-Volmer消光実験 
2. 13. 蛍光寿命測定 
2. 14. 脂質膜存在下におけるCDスペクトル測定 
2. 15. ラマンスペクトル測定 
10 
10 
11 
12 
13 
13 
15 
15 
15 
16 
16 
17 
17 
18 
19 
19 
20 
20 
22 
23 
23 
25 
25 
26 
2 
 
3. Cys/TrpモチーフによるCu(II)の還元  
3. 1. 序 27 
3. 2. 結果 30 
3. 2. 1. Cu(II)の添加による S-Cu(I)由来の蛍光の出現 30 
3. 2. 2. Cys/Trpモチーフにより還元されたCu(I)の定量 31 
3. 2. 3. 銅添加による S-S結合の形成 33 
3. 2. 4. 質量分析 35 
3. 2. 5. 分子内 S-S結合を生成した分子種の分離・定量 37 
3. 3. 考察 39 
4. Cys/TrpモチーフとCu(I)の結合構造  
4. 1. 序 43 
4. 2. 結果 45 
4. 2. 1. Cys/TrpモチーフとCu(I)の結合の化学量論 45 
4. 2. 2. S-Cu(I)結合由来の蛍光に関する励起スペクトルの測定 46 
4. 2. 3. 銅の添加に伴うトリプトファン側鎖環境の変化 47 
4. 2. 4. 非共鳴ラマンスペクトルによるHis-Metalのラマンバンドの観測 51 
4. 2. 5. BCAを用いたCys/TrpモチーフのCu(I)結合定数の算出 53 
4. 3. 考察 56 
4. 3. 1. Ctr4とCtr5のCys/TrpモチーフにおけるCu(I)の結合構造 56 
4. 3. 2. Cys/TrpモチーフとCu(I)の結合定数と、Ctrの銅輸送機構との関連 58 
5. Cys/Trpモチーフと脂質二重膜の相互作用  
5. 1. 序 60 
5. 2. 結果 62 
5. 2. 1. 脂質二重膜存在下におけるトリプトファン残基の蛍光 62 
5. 2. 2. Red edge excitation shiftによるCys/Trpモチーフ周辺環境の評価 63 
5. 2. 3. Stern-Volmer消光実験 66 
5. 2. 4. 蛍光寿命測定 67 
3 
 
5. 2. 5. Cu(I)との相互作用による二次構造変化 69 
5. 3. 考察 72 
6. Cys/Trpモチーフを用いた新規機能性分子の設計  
6. 1. 序 75 
6. 2. Cys/Trpモチーフ修飾型環状ペプチドの合成 77 
6. 2. 1. 鎖状ペプチドの合成 77 
6. 2. 2. 希酸によるペプチドの脱樹脂 77 
6. 2. 3. Head-to-tail環状ペプチドの合成 78 
6. 2. 4. (KA)3に修飾するCys/Trpモチーフの合成 78 
6. 2. 5. Cys/Trpモチーフと (KA)3の縮合 79 
6. 3. Cys/TrpモチーフとCu(I)が結合することの確認 80 
6. 4. Cys/Trp-(KA)3のチャネル活性の評価 81 
6. 4. 1. Dehydration-Rehydration法による色素内包リポソームの調製 81 
6. 4. 2. 色素内包リポソームを用いたCys/Trp-(KA)3のチャネル活性の評価 82 
6. 4. 3. SH基の酸化によりチャネル活性が低下することの確認 
6. 5. 考察 
85 
87 
7. 結論 89 
謝辞 94 
参考文献 95 
発表論文リスト 106 
  
4 
 
1. 序論 
銅は、生命機能の維持に必要不可欠な元素である。銅は生体内において、一価と二価の
二つの酸化状態を取りうるため、スーパーオキシドジスムターゼや、シトクロム cなど、
様々な酵素の活性中心として機能している[1,2]。このため、生体内における銅の不足は重
篤な障害をもたらす。銅の欠乏症として、メンケス病が知られており、これは銅輸送ATPase
である ATP7A の遺伝子異常により、腸管粘膜から体内に銅が取り込まれないことが原因
で発症する[3]。一方、その反応性の高さから、生体内の銅が過剰になった場合にも、活性
酸素種の生成や、細胞成分の酸化などが発生し、生体にとって有害となる。銅の過剰症は
ウィルソン病と呼ばれ、これも銅輸送ATPaseであるATP7Bの遺伝子変異により、胆汁中
に銅が適切に排泄されないことが原因で発症する[3]。このため、生体内における銅の濃度
は様々なトランスポーターによって厳密に制御されており、また細胞内に取り込まれた銅
はフリーの状態では存在せず、銅シャペロンなどのタンパク質やグルタチオンなどに捕捉
され、反応性を制限された状態で存在している[1,2,4]。 
銅とタンパク質の相互作用は、興味深い分光学的特性を示すものが多く、分光スペクト
ルの測定から銅の配位構造などを詳細に解析できる[5]。吸収スペクトルでは、主に Cu(II)
とタンパク質の複合体について構造解析できる。これは、二価の銅は d軌道が空いており
可視域に d-d遷移吸収を示すためであり、Cu(II)が結合したタンパク質はその配位子に応じ
て異なる波長・強度の d-d遷移吸収を可視域に示す[6]。Cu(II)が結合したタンパク質は、タ
イプ 1銅、タイプ 2銅、タイプ 3銅などに分類され、それぞれ電子伝達系、酸化還元、酸
素運搬などに関与している[7]。この中でタイプ 1 銅は、d-d 遷移吸収のみならず、Cys 残
基のチオレートアニオンからCu(II)への電荷移動吸収に由来する大きな吸収帯が600 nm付
近に存在し、溶液が濃い青色を呈する[7,8]。この電荷移動吸収は d-d 遷移吸収よりも遥か
に吸光度が大きく、容易に観測できる。このような分光特性から、アズリン、プラストシ
アニンなどのタイプ 1銅を含むタンパク質はブルー銅タンパク質と呼ばれ、その配位環境
や分光特性、酸化還元活性などが幅広く調べられている[5,8-10]。 
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一方、Cu(I)は d 軌道が埋まっているので可視域には吸収帯が存在しない。しかし Cu(I)
錯体は、非常に興味深い蛍光、CD スペクトルを示し、またラマンを用いることでその構
造を詳細に解析できる。蛍光スペクトルでは、S原子とCu(I)が多核の錯体を形成する場合、
この錯体由来の蛍光が観測される[11]。配位子の種類やクラスターの大きさ等によってこ
の蛍光の波長は変化するが、チオレートアニオンとCu(I)で形成される錯体の場合、この蛍
光は300 nm付近で励起され、500 nmよりも長波長側の領域で観測される場合が多い[11-18]。
この蛍光は、低分子とCu(I)のクラスタ [ー12-13]での報告が多いが、メタロチオネインのよ
うなペプチド鎖中に存在するCu(I)イオンでもこのような蛍光は観測されている[14-18]。こ
れらの錯体は µsオーダーの長い蛍光寿命を有し、溶存酸素によって容易に消光されうるこ
とから、励起状態は三重項状態であると考えられている[18]。このような特徴的な蛍光が
タンパク質中で観測されることは分光学的に興味深く、また生体親和性の高い発光材料と
なる可能性を有している。 
多核のCu(I)錯体のCDスペクトルを測定すると、d軌道が埋まっている遷移金属同士の
相互作用である d10-d10相互作用が存在する場合、近紫外域に特徴的な CDが観測されるこ
とが知られており、S-Cu(I)クラスター由来の蛍光同様、主に金属結合タンパク質であるメ
タロチオネインにおいてよく研究されている[19,20]。強度はあまり大きくないものの、ペ
プチド主鎖の二次構造由来の CDとは異なる領域に観測されるため、ペプチドの主鎖構造
と同時に d10-d10相互作用を分光学的に検出できる。一方、Cu(II)とタンパク質のCDスペク
トルでは、Cu(II)とトリプトファンのカチオン-π相互作用のマーカーバンドとして、223 nm
に観測される特徴的な負のCDが報告されている[21]。 
蛍光、CD に加えて、芳香族性アミノ酸残基と金属の結合を解析する場合、ラマンスペ
クトル測定は非常に強力な手段となる。トリプトファンのインドール環は正電荷とカチオ
ン-π相互作用をすると、Bb吸収帯と呼ばれる 220 nmにある吸収バンドが僅かな強度減少
を伴って長波長シフトするが、この吸収スペクトルのシフトは、紫外共鳴ラマンを用いる
ことで主鎖アミドの吸収や他の芳香族性アミノ酸残基の変化と分離できる[22]。実際に、
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銅シャペロン CusFにおいて、Cu(I)と Trp残基とのカチオン-π相互作用が、紫外共鳴ラマ
ンを用いて共鳴効果によるバンド強度の変化から確認されている[23]。また、His残基と金
属イオンの結合は、Nτ位とNπ位のどちらのN原子で配位しているかをそれぞれの異性体
のラマンバンドから決定できる[24-27]。また、His のC2位をD化すると、銅の結合に伴う
Hisのラマンバンドの変化を 2300-2450 cm-1の領域で観測できる[28]。His残基のC2位のD
化はD2O中でのインキュベートによって比較的簡便に達成され[29]、1900-2700 cm
-1には他
の官能基由来のラマンバンドが存在しないため[30,31]、金属タンパク質のラマンイメージ
ングなどに応用できる可能性がある。 
このように、タンパク質と銅の結合は興味深い分光特性を持っている。本研究では、こ
のような銅とタンパク質の分光スペクトルを用いて、タンパク質中の金属結合モチーフに
ついて銅イオンとの結合構造を解析した。 
金属タンパク質中には、タンパク質全長でなくても、部分配列のみで金属結合能を持つ、
数残基から数十残基ほどの配列が存在する場合があり、これを金属結合モチーフと呼ぶ。
例えば、ペプチド鎖の N 末端によく見出される ATCUN (Amino Terminal Cu(II)- and 
Ni(II)-Binding) モチーフでは、N末端のアミノ基、主鎖アミドのN原子と、His残基のイミ
ダゾール環が Cu(II)や Ni(II)を平面構造で配位する[32,33]。また、亜鉛イオンに応答して
DNAへの結合能が変化する Zinc-Finger proteinは、C2-H2モチーフと呼ばれる、2つのCys
残基と 2 つの His 残基で構成される亜鉛結合モチーフが存在する[34,35]。Cys 残基と His
残基の間は10残基以上空いており、C2-H2モチーフ全体は20残基ほどの長さを持つ[34,35]。
このような金属結合モチーフは、部分配列のみで金属結合能を持つため、全長のタンパク
質で構造解析を行わなくとも、モチーフ周囲の配列をモデルペプチドとして合成し、構造
を解析できる[33,35]。 
このような部分配列の構造解析において、局所構造解析に強みを持つ蛍光・ラマン分光
法は有用な手段となりうる。X 線結晶構造解析や NMR 分光法のような、原子座標レベル
での構造解析が可能である分析手法は、構造が不均一な化学種では測定が困難であり、ま
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たそれぞれ結晶条件、高濃度条件のみに測定条件が限られている。さらに、生細胞でのイ
メージングが現時点では不可能であり、時間分解能が低い、または無いなどの欠点も存在
する。一方、蛍光・ラマンスペクトル測定は、得られる情報が発色団周囲の情報 (局所構
造) やペプチド主鎖の全体構造など限定的である一方、希薄溶液中や、脂質二重膜存在下、
生細胞中など、様々な条件での測定が可能である。また、複数の化学種が混ざっており、
不均一な系においても、目的の官能基や発色団のみに着目しての測定が可能である。この
ような蛍光・ラマンスペクトルの特徴は、部分配列の局所構造解析において非常に有用で
ある。単に構造解析の利点になるだけではなく、構造解析を行った配列を用いて新規機能
性分子を合成したり、生細胞中で目的の配列を観測したりする場合に、構造解析の過程で
発見したマーカーバンドを、機能性分子の特性の評価や、生細胞でのイメージングにその
まま応用できるという利点がある。特に、生細胞中のタンパク質は、分子クラウディング
効果などによって緩衝溶液中とは異なった構造安定性や相互作用特性を有する場合がある
[36-38]。分光測定によって発見したタンパク質の構造マーカーを用いて、例えば創薬の過
程で、新薬の候補化合物の結合に伴うタンパク質の構造変化を in situで観測できるだろう。 
本研究では、ペプチド鎖と銅との相互作用を示す系の一つとして、細胞外から細胞内へ
銅を輸送するタンパク質である、Ctr (Copper transporter) タンパク質の金属結合モチーフに
着目し、構造解析を行った。Ctr タンパク質は、銅の恒常性維持に関与する金属輸送タン
パク質の一種であり、Cu(I)を細胞外から細胞内へ輸送するチャネルタンパク質である
[1,3,39-43]が、銅輸送の詳細な機構は不明である。単量体は 3回膜貫通型のタンパク質であ
り、これがホモまたはヘテロ三量体として機能する[44,45]。Ctrタンパク質は、N末端側を
細胞外 (あるいは小胞体のルーメン側) に、C 末端側を細胞内に露出している[44-46]。膜
タンパク質である Ctr は、結晶化が難しく、X 線結晶構造解析による三次元構造の研究が
困難である。近年、低温電子顕微鏡法による構造解析の結果をもとに、計算によってヒト
Ctr1の全原子モデル[46]が作成された (図 1-1)。現在、Ctrタンパク質に関する研究は、こ
の全原子モデルに基づいて進められている。ヒト Ctr タンパク質は、銅の取り込みだけで
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はなく、シスプラチンなどの抗がん剤の取り込みへの関与が明らかになっており[47,48]、
Ctrタンパク質の医療における重要性が明らかになりつつある。 
Ctrタンパク質において、細胞外へ露出しているN末端領域には、Met残基、His残基な
どの銅親和性が高いアミノ酸残基や、いくつかの金属結合モチーフが存在している
[33,49-53]。私は、Ctr タンパク質の N 末端ドメインについて、3 章以降に示すように銅結
合を行う新たなモチーフを見出し、このモチーフを Cys/Trp モチーフと定義した。新規金
属結合モチーフを同定し、その結合構造や結合定数等を明らかにすることは、Ctr タンパ
ク質の構造機能相関を明らかにするだけではなく、医薬品や発光材料などの新規機能性分
子の開発につながる知見を得るために重要である。従って本研究では、Ctr タンパク質中
に発見した新規銅結合モチーフである Cys/Trp モチーフについて、分光学的手法を用いて
その構造を解析し、構造の分光マーカーを得ることを目的とした。 
 
 
図 1-1 ヒト Ctr1 の全原子モデル[46]。図の上側が細胞外、図の下側が細胞内領域に
露出している。赤、青、シアンで示されているのは単量体のCtr分子であり、3つの
単量体が複合体を形成して三量体を形成している。ペプチド主鎖が α ヘリックスを
形成している部分は膜貫通ドメインである。一部のアミノ酸残基は充填モデルを用
いて示されており、緑色が炭素原子、黄色が硫黄原子、青が窒素原子である。細胞
外にはメチオニン残基がよく保存されており、分子間で集合して細孔を形成してい
る。同様に、細胞内にはヒスチジン残基がよく保存されている。Reprinted by permission 
from Springer Nature: Springer-Verlag Cell Biochemistry and Biophysics [46], Springer Science Business 
Media, LLC (2012) 
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このCys/Trpモチーフについて、第 3章では Cu(II)と、第 4章ではCu(I)との相互作用を
主に蛍光、ラマンを用いて検討した。また、細胞外ドメインであるN末端領域は、細胞膜
と相互作用する可能性がある。第 5章では、この細胞膜との相互作用について、モデル膜
としてリポソームを用い、金属結合モチーフのモデルペプチドとリポソームを混在した条
件で分光測定を行い、検討した。これらの構造解析で得られた結果をもとに、第 6章では
銅イオン応答性を有する新規機能性分子を設計し、合成した結果について考察を行ってい
る。 
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2. 実験 
2. 1. Cys/Trpモチーフモデルペプチドの合成と精製 
2. 1. 1. Fmoc固相合成法によるペプチドの合成 
 ペ プ チ ド 合 成 機 (Applied Biosystems, Model 431A) を 用 い て 、 Fmoc 
(9-Fluorenylmethoxycarbonyl) 固相合成法により、分裂酵母 (Schizosaccharomyces pombe) の
Ctr4とCtr5のCys/Trpモチーフに対応する下記のペプチドを得た。Ctr4の 113残基目から
136残基目に対応するペプチドを Ctr4(113-136)、Ctr5の 22残基目から 45残基目に対応す
るペプチドをCtr5(22-45)とする。下線部は、ペプチドを水溶化するために配列を改変した
残基である。 
Ctr4(113-136) 
Ac-KKDSSCKLSMYWNWYTIDACFKKK-COOH 
Ctr5(22-45) 
Ac-KKDATCRMSMLWNWYIHDSCFKKK-COOH 
 合成に用いた試薬は以下の通りである。 
(1) Fmocアミノ酸 各 1 mmol (渡辺化学工業) 
(2) 樹脂 
Fmoc-Lys(Boc)-Wang resin (200–400 mesh) 0.25 mmol (BACHEM) 
(3) 反応試薬 (Applied Biosystems) 
アミノ酸の活性化 
2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HBTU) 
1-hydroxybenzotriazol (HOBt) 
N,N-dimethylformamide (DMF) 
N,N-diisopropylethylamine (DIEA) 
脱保護 
Piperidine 
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 N末端アセチル化 
無水酢酸 
DIEA 
(4) 溶媒 
N-methylpyrrolidone (NMP) 
dichloromethane (DCM) 
 
 まず、Fmoc-Lys(Boc)-Wang resin を piperidineで脱保護し、NMPで洗浄を行った。HBTU、
HOBt、DIEAにより活性化された次のアミノ酸を樹脂に導入して、縮合反応を行った。再
び NMP で洗浄した後、piperidineを用いて導入されたアミノ酸の Fmoc基を脱保護した。
上記の手順を繰り返すことで、アミノ酸をC末端から順番に導入し、ペプチドを合成した。
反応の最後に、無水酢酸とDIEA用いてN末端に露出したアミノ基をアセチル化した。一
連の合成において、溶媒としてはNMPを用いた。 
 
2. 1. 2. ペプチドの切り離しと脱保護 
 50 mlナス型フラスコ内で、以下の脱離反応液を氷上で調製した後、2. 1. 1. で合成した
ペプチド付樹脂を加えて室温で 100分撹拌した。 
脱離反応液 
Phenol 0.375 g 
Ethanedithiol 0.125 ml 
Thioanisole 0.25 ml 
脱イオン水 0.25 ml 
Trifluoroacetic acid (TFA) 5 ml 
グラスフィルターを用いて反応液を減圧濾過し、樹脂を取り除いた。得られた濾液を、
t-butyl methy ether (t-BME) が入った 2本の遠心チューブに氷冷しながら少量ずつ滴下する
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と、樹脂から切り離され、側鎖の脱保護を受けたペプチドが白色の沈殿として得られた。
t-BME懸濁液を 2300 gで 15 分遠心し、上清を除去した。沈殿を t-BMEで懸濁し、同様に
遠心して上清を除去する操作をさらに 2回行い、真空ラインで沈殿を乾燥させた。 
上記の脱離反応液を再び作製し、乾燥させたペプチドの沈殿を加え、室温で 120分撹拌
した後、反応液を氷冷した t-BMEに少量ずつ滴下した。1回目と同様に、遠心して上清を
除く操作を 3回行った後、沈殿を真空ラインで乾燥させた。乾燥後、4–6 mlの脱イオン水
で沈殿を溶解させ、0.5 mlずつ 1.5 mlチューブに分注し、再び凍結乾燥をして保存した。 
 
2. 1. 3. HPLCによる精製 
 2. 1. 2.で脱保護したペプチドは、逆相HPLCによって精製した。 
ペプチド粉末を 900 µlのイオン交換水で溶解させ、NaOH水溶液を用いて pH 7–8付近に
調整した。Dithiothreitol 0.006 gをペプチド水溶液に添加して40℃で1時間加熱することで、
S-S結合の還元処理を行った。反応が終わった溶液は TFA水溶液を用いて pHを 2.6付近に
調整した後、100 µlのCH3CNを添加して、溶媒を移動相の初期の組成に合わせた。 
逆相カラムを用い、表 2-1 のグラジエントでペプチドを溶出させ、メインピークを分離
し、凍結乾燥させた。 
得られたペプチド粉末は、0.1 %の塩酸に溶解させて凍結乾燥し、TFA塩から塩酸塩へ置
換した後、イオン交換水に溶解させて凍結乾燥し、過剰なHClを除いた。 
精製して得られたペプチドが目的のものであること、Cys が還元型であることは、質量
分析で確認した。 
 
HPLC装置: 日本分光、1580-PUポンプ、970検出器 
カラム: Nacalai Tesque、Cosmosil 5C18AR300 (サイズ 10×250 mm) 
流速: 2.0 mL/min 
移動相: A液: 0.05% TFA/H2O、B液: 0.05% TFA/(CH3CN:H2O = 1:1) 
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表 2-1 移動相のグラジエント 
時間 (min) 0 15 35 50 
A液 (%) 80 20 20 80 
B液 (%) 20 80 80 20 
 
2. 1. 4. 定量 
 それぞれのペプチドに含まれる Trp残基と Tyr残基、および S-S結合の数をもとに以下
の式 2-1[54,55]から 280 nmにおけるモル吸光係数を算出し、Lambert-Beerの法則から濃度
を決定した。ただし式 2-1において、(#Trp)、(#Tyr)、(#S－S)はそれぞれ、Trp残基数、Tyr
残基数、形成されている S-S結合の数とする。 
ε280 = 5500 × (#Trp) + 1490 × (#Tyr) + 125 × (#S − S)  (2-1) 
Ctr4(113-136)の場合 
ε280 = 5500 × 2 + 1490 × 2 + 125 × 0 = 13980  
Ctr5(22-45)およびCtr3(11-34)の場合 
ε280 = 5500 × 2 + 1490 × 1 + 125 × 0 = 12490  
定量を行ったペプチド水溶液は、ペプチドが 0.5 µmolまたは 0.05 µmolずつになるよう
に分注し、凍結乾燥処理をしたのち保存した。 
 
2. 1. 5. 還元型 SH基の定量 
(1) 50 mMリン酸 buffer (pH 7.4) を調製した。 
(2) 10 mM DTNB (5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid)) / 50 mMリン酸 bufferを調製した。 
(3) 0.05 µmolのペプチドを 1 mlのリン酸 bufferに溶解させた。 
(4) (3)の溶液を 4倍希釈した (ペプチド 12.5 µM、SH基 25 µM)。 
(5) 2.5 µlの 10 mM DTNB / 50 mM リン酸 bufferを (4) の溶液に添加し、よく撹拌したのち
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30分静置した。 
(6) 300–550 nmの範囲で吸収スペクトルを測定した。 
(7) 10 mM DTNB / 50 mM リン酸bufferの吸収スペクトルを300–550 nmの範囲で測定した。 
(8) (6) で得られたスペクトルから、(7) で測定したDTNBのみのスペクトルを、未反応の
DTNBのバンドが消えるように差し引き、差スペクトルを得た。 
測定条件 (Jasco, U3300) 
測定波長: 300–550 nm 走査速度: 120 nm/min スリット幅: 2 nm 
セル長: 1 cm 
 
DTNBは、SH基と式 2-2のような反応をし、410 nmに吸収極大を持つ化合物 TNBを生
成する[56,57]。その吸光度により、溶液中の SH 基の濃度を定量できる。過剰量の DTNB
を添加したサンプル溶液のスペクトルを得た後、そのスペクトルからDTNBのみで測定し
たスペクトルを差し引き、得られた差スペクトルの吸光度を用いて還元型 SH 基の定量を
行い、SH基の還元率が 100±2 %であることを確認してから全ての実験を行った。モル吸光
係数としては ε412 = 14150の値を用いた[57]。 
2RSH + DTNB → RS − SR + 2TNB  (2-2) 
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2. 2. 銅添加前後の Cys/Trpモチーフの蛍光スペクトル測定 
2. 2. 1. Cu(II)を添加した Cys/Trpモチーフの SCu(I)由来の蛍光の検出 
(1) 0.5 mM CuCl2水溶液を調製した。 
(2) 0.05 µmolのペプチド粉末を 1000 µlのイオン交換水に溶解させた。NaOH水溶液で pH 
5.0に調整し、Cu 0 eq.のサンプルとした。 
(3) 0.05 µmolのペプチド粉末を 900 µlのイオン交換水に溶解させ、100 µlのCuCl2水溶液
を添加した (終濃度: ペプチド 0.05 mM、Cu 0.05 mM)。NaOH水溶液で pH 5.0に調整し、
Cu 1 eq.のサンプルとした。 
(4) 3 mm×3 mmのミクロセル用い、蛍光スペクトルおよび蛍光励起スペクトルを測定した。 
 蛍光スペクトル測定条件 (Jasco, FP-6500) 
励起波長: 305 nm 測定波長: 400–600 nm 励起バンド幅: 3 nm 
蛍光バンド幅: 3 nm 感度: High 走査速度: 500 nm/min 
蛍光励起スペクトル測定条件 (Jasco, FP-6500) 
蛍光波長: 550 nm 測定波長: 220–400 nm 励起バンド幅: 3 nm 
蛍光バンド幅: 3 nm 感度: High 走査速度: 500 nm/min 
 
2. 2. 2. Cys/Trpモチーフへの Cu(I)の滴定 
(1) 溶媒としてCH3CNを用いて 8 mM [Cu(CH3CN)4]PF6ストック溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmolのペプチド粉末を 1000 µlのMES buffer (50 mM, pH 5.0) に溶解させ、500 µM 
ペプチド溶液とした。 
(3) 500 µMペプチド溶液、8 mM Cu(I)ストック、CH3CN、MES buffer (50 mM, pH 5.0) を表
2-2の組成で混合し、Cu(I)添加量が0–4当量のサンプルとした。ペプチドの終濃度は50 µM、
Cu(I)の終濃度は 0–200 µM、CH3CNの終濃度は 4 v/v %である。 
(4) 3 mm×3 mmのミクロセル用い、以下の測定条件で蛍光スペクトルを測定した。 
 測定条件 (Jasco, FP-6500) 
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励起波長: 295 nm 測定波長: 300–580 nm 励起バンド幅: 3 nm 
蛍光バンド幅: 3 nm 感度: Medium 走査速度: 500 nm/min 
表 2-2 Cu(I)滴定実験におけるサンプルの組成 
Cu(I)/peptide 500 µM peptide 8 mM Cu(I) acetonitrile MES buffer 
0 eq. 100 µl 0 µl 40 µl 860 µl 
0.5 eq. 100 µl 5 µl 35 µl 860 µl 
1 eq. 100 µl 10 µl 30 µl 860 µl 
1.5 eq. 100 µl 15 µl 25 µl 860 µl 
2 eq. 100 µl 20 µl 20 µl 860 µl 
3 eq. 100 µl 30 µl 10 µl 860 µl 
4 eq. 100 µl 40 µl 0 µl 860 µl 
 
2. 3. 銅前後の Cys/Trpモチーフの非共鳴ラマンスペクトル測定 
2. 3. 1. Cu(II)を添加した Cys/Trpモチーフの 488 nm励起ラマンスペクトル測定 
(1) 50 mM CuCl2水溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmolのCtr4(113-136)の粉末を 100 µlのイオン交換水で溶解させ、2M NaOHで pH
を 5.0に調整したものを、Cu 0 eq.のサンプルとした。 
(3) 0.5 µmolのCtr4(113-136)の粉末を90 µlのイオン交換水で溶解させ、50 mM CuCl2を10 µl
混合した。これを 2M NaOHで pHを 5.0に調整し、Cu 1 eq.のサンプルとした。 
(4) (3)のサンプルを 24時間放置したものを、Cu 1eq. (24 h) のサンプルとした。 
(5) キャピラリー管に溶液試料を入れ、各サンプルのラマンスペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, NRS-3100AR) 
励起波長: 488.0 nm、露光・積算時間: 60 分、減光器: オープン、 
対物レンズ: UMPLEF20×、スリット: 0.2×6 mm 
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2. 3. 2. Cu(I)を添加した Cys/Trpモチーフの 488 nm励起ラマンスペクトル測定 
(1) 溶媒としてCH3CNを用いて 8 mM [Cu(CH3CN)4]PF6ストック溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmol のモデルペプチドを 250 µlのH2OまたはD2Oに溶解させ、2M NaOHまたは
2M NaODで pHを 5.0に調整したものを、Cu なしのサンプルとした。 
(3) 0.5 µmolのモデルペプチドを 250 µlのイオン交換水に溶解させ、8 mM [Cu(CH3CN)4]PF6
ストック溶液を 125 µl添加した。2M NaOHで pHを 5.0に調整したのち、凍結乾燥して溶
媒のCH3CNを除いたのち、250 µlのH2OまたはD2Oで溶解させ、Cuありのサンプルとし
た。 
(4) 各サンプルのラマンスペクトルを測定した。得られたラマンスペクトルは、H2O また
はD2Oのラマンバンドを強度標準としてバックグラウンドのスペクトルを引き、解析した。 
測定条件 (Jasco, NRS-3100AR) 
励起波長: 488.0 nm、露光・積算時間: 60 min、減光器: オープン、 
対物レンズ: UMPLEF20×、スリット: 0.2×6 mm 
 
 
2. 4. 質量分析スペクトル 
(1) 5 mM CuCl2水溶液を調製した。 
(2) 0.25 µmolのペプチドCtr4(113-136)を 950 µlのイオン交換水で溶解させた。 
(3) 50 µlの 5 mM CuCl2水溶液をペプチド溶液に添加した。終濃度は、ペプチド・銅共に 0.25 
mMである。 
(4) NaOH水溶液を用いて pH 5.0に調整した。 
(5) (4)の溶液を 500 µlずつ 2つに分注した。一方はN2 purgeした後凍結乾燥処理を行った。 
(6) 質量分析スペクトルは、東北大学大学院理学研究科付属巨大分子解析研究センターに
依頼測定を行った。凍結乾燥処理した粉末を、H2O:CH3CN=1:1の溶媒で溶解させ、エレク
トロスプレーイオン化質量分析を行った。銅添加直後 (1 eq.) および銅添加 30時間後のサ
18 
 
ンプルを測定する際には、酢酸を添加している。 
 
 
2. 5. BCA (ビシンコニン酸) を用いた Cu(II)の還元量の測定 
(1) 50 mM MES buffer (pH 5.0)、1.5 M NaCl水溶液、10 mMビシンコニン酸水溶液、1 mM 
CuCl2水溶液、5 mMアスコルビン酸水溶液をそれぞれ調製した。 
(2) 0.1 µmolのペプチド粉末を 200 µlのイオン交換水で溶解させ、0.5 mMペプチド水溶液
を調製した。 
(3) 表 2-3および表 2-4の組成で混合した。 
(4) NaOH水溶液で pHを 5.0に調整し、吸収スペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, U3300) 
測定波長: 400–800 nm 走査速度: 120 nm/min スリット幅: 2 nm 
セル長: 1 cm 
表 2-3 コントロールの組成 
[Cu] MES AscH NaCl CuCl2 BCA H2O 
50 µM 250 µl 5 µl 50 µl 25 µl 40 µl 130 µl 
表 2-4 サンプルの組成 
[Cu] MES ペプチド NaCl CuCl2 BCA H2O 
25 µM 250 µl 50 µl 50 µl 12.5 µl 40 µl 97.5 µl 
50 µM 250 µl 50 µl 50 µl 25 µl 40 µl 85 µl 
100 µM 250 µl 50 µl 50 µl 50 µl 40 µl 60 µl 
200 µM 250 µl 50 µl 50 µl 100 µl 40 µl 10 µl 
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2. 6. 紫外吸収スペクトル測定によるトリプトファン側鎖環境の測定 
(1) 10 mM CuCl2水溶液を調製した。 
(2) 0.05 µmolのペプチド粉末をイオン交換水 500 µlで溶解させ 1 mMとし、Cu非添加のサ
ンプルとした。 
(3) 0.05 µmolのペプチド粉末をイオン交換水 450 µlで溶解させ、10 mM CuCl2を 50 µl添加
し、ペプチドとCuCl2の終濃度を共に 1 mMとした。 
(4) NaOH水溶液で、サンプルの pHを 5.0に調整し、吸収スペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, U3300) 
測定波長: 200–350 nm 走査速度: 120 nm/min スリット幅: 2 nm 
セル長: 1 mm 
 
 
2. 7. 紫外共鳴ラマンスペクトルの測定 
(1) 1 mM CuCl2水溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmolのCtr4(113-136)ペプチドをイオン交換水 2.5 mlで溶解させ 0.2 mMとし、Cu非
添加のサンプルとした。 
(3) 0.5 µmolのCtr4(113-136)ペプチドをイオン交換水 2.0 mlで溶解させ、1 mM CuCl2水溶液
を 0.5 ml添加し、ペプチドとCuCl2の終濃度を共に 0.2 mMとした。 
(4) NaOH水溶液でサンプルの pHを 5.0に調整し、試料を回転しながら測定する回転セル
を用いてラマンスペクトルを測定した。 
測定条件 
励起: 229 nm 分光器: TR-600UV 検出器: LN/CCD-1752 露光時間: 30秒 
測定回数: 2回×10 レーザー強度: 1.7 mW 
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2. 8. Ctr4(113-136)の CDスペクトル測定 
(1) 溶媒としてCH3CNを用いて 8 mM [Cu(CH3CN)4]PF6ストック溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmolのペプチド粉末を 1000 µlのMES buffer (50 mM, pH 5.0) に溶解させ、500 µM 
ペプチド溶液とした。 
(3) 500 µMペプチド溶液、8 mM Cu(I)、CH3CN、MES buffer (50 mM, pH 5.0) を表 2-5の組
成で混合し、Cu(I)添加なしおよび Cu(I)添加ありのサンプルとした。ペプチドの終濃度は
50 µM、Cu(I)の終濃度は 0または 100 µM、CH3CNの終濃度は 4 v/v %である。 
 (4) 以下の条件でCDスペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, J-820) 
セル長: 1 mm 測定波長: 190–300 nm 積算回数: 8回 スリット幅: 4 nm 
感度: Standard (100 mdeg) 走査速度: 50 nm/min レスポンス: 4 sec 
(3) 得られた CD スペクトルから、緩衝溶液のみのスペクトルまたはリポソームのみのス
ペクトルを減算し、サンプルのスペクトルを得た。 
表 2-5 CDスペクトル測定におけるサンプルの組成 
Cu(I)/peptide 500 µM peptide 8 mM Cu(I) acetonitrile MES buffer 
Cu(I)なし 100 µl 0 µl 40 µl 860 µl 
Cu(I)あり 100 µl 20 µl 20 µl 860 µl 
 
 
2. 9. Cys/Trpモチーフと Cu(I)との結合定数の算出 
(1) 50 mM MES buffer (pH 5.0) を調製した。 
(2) 5 mM BCA水溶液、5 mM [Cu (CH3CN)4]PF6 / CH3CN溶液をそれぞれ調製した。 
(3) 0.5 µmolのペプチドを 1 ml のMES bufferで溶解させ、0.5 mM ペプチドとした。 
(4) 表 2-6の組成で混合した。 
(5) 以下の条件で吸収スペクトルを測定した。 
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測定条件 (Jasco, U3300) 
測定波長: 400–800 nm 走査速度: 120 nm/min スリット幅: 2 nm 
セル長: 1 cm 
表 2-6 結合定数算出実験におけるサンプルの組成 
Peptide 濃度 5 mM [Cu(CH3CN)4]PF6 5 mM BCA 0.5 mM peptide MES buffer 
0 (µM) 10 µl 40 µl 0 µl 950 µl 
5 10 µl 40 µl 10 µl 940 µl 
10 10 µl 40 µl 20 µl 930 µl 
25 10 µl 40 µl 50 µl 900 µl 
50 10 µl 40 µl 100 µl 850 µl 
100 10 µl 40 µl 200 µl 750 µl 
 
この実験で決定する結合定数は、ペプチドとCu(I)の結合比を 1:2と仮定した場合の見か
けの結合定数 (K1K2)
0.5である (式 2-3)。測定はN2雰囲気下で行った。 
 Cu(I)の結合定数の算出には、競合するリガンドとして BCA を用いた。BCA は Cu(I)と
2:1で結合し、562 nmに吸収 (ε562= 7900) を示す (式 2-4)。銅の終濃度が 100 µM、BCAの
終濃度が400 µMとなるようにpH 5.0のMES buffer (50 mM) を用いてサンプル溶液を調製
した。この溶液に、ペプチドの終濃度が 2.5–25 µMとなるようにペプチドのストック溶液
を添加し、ペプチドとの競合によるBCA2-Cu(I)錯体の吸収の減少を測定した。この時の平
衡反応 (式 2-5)の平衡定数 K を求め、K と KBCAの値を用いてペプチドと Cu(I)の結合定数
を求めた (式 2-6)。 
peptide + 2Cu(I) ⇄ peptide-Cu(I)2 
𝐾1𝐾2 =
[𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒−𝐶𝑢(𝐼)2]
[𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒][𝐶𝑢(𝐼)]2
  (2-3) 
 
2BCA + Cu(I) ⇄ BCA2-Cu(I) 
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𝐾𝐵𝐶𝐴 =
[𝐵𝐶𝐴2−𝐶𝑢(𝐼)]
[𝐵𝐶𝐴]2[𝐶𝑢(𝐼)]
  (2-4) 
 
2BCA2-Cu(I) + peptide ⇄ peptide-Cu(I)2 + 4BCA 
𝐾 =
[𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒−𝐶𝑢(𝐼)2][𝐵𝐶𝐴]
4
[𝐵𝐶𝐴2−𝐶𝑢(𝐼)]2[𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒]
  (2-5) 
 
𝐾1𝐾2 = 𝐾 × 𝐾𝐵𝐶𝐴
2  (2-6) 
 
 
2. 10. リポソームストック溶液の調製 
(1) 3.0 mgの POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) (Avanti Pola lipids, Inc) 
を秤量した。 
(2) 秤量した脂質を、クロロホルム:メタノール＝1:1の溶媒で溶解した。 
(3) 溶解した脂質を、50 mlナスフラスコの底面に置いた。 
(4) ロータリーエバポレーターでナスフラスコを回転させながら溶媒を留去し、ナスフラ
スコ底面に脂質薄膜を形成した。 
(5) 形成した脂質薄膜を、20 Pa以下で 2時間以上 (一晩まで) 乾燥した。 
(6) 乾燥した脂質薄膜に、2 mlの 50 mM MES pH 5.0を滴下した。 
(7) 40℃の湯浴で緩衝液を温め、その後ナスフラスコを 30秒ほどボルテックスミキサーで
攪拌し、脂質薄膜をナスフラスコ内壁から剥がした。この操作は 7回繰り返した。 
(8) 加熱と攪拌によって得られたMLV (Multilamellar vesicle) を試験管に移し、超音波処理
を行うことで単層 (Unilamellar) のリポソームを形成した。超音波処理中、溶液の温度が極
端に上昇しないように、一定時間ごとに氷水に漬けて温度のコントロールを行った。 
(9) 超音波処理後、2本のマイクロチューブに溶液を均等に入れ、8000 rcfで10分間遠心し、
残存しているMLVとプローブ由来の細かな金属片を除いた。 
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2. 11. リポソームの有無による Cys/Trpモチーフの蛍光スペクトルの変化 
(1) 2 mM POPCリポソームのストック溶液を、2. 9.の手順に従って調製した。 
(2) 0.05 µmolのCtr4(113-136)を 1 mlの 50 mM MES bufferで溶解し、50 µM ペプチドのス
トック溶液を調製した。 
(3) 1.5 mgの[Cu(CH3CN)4]PF6を 2 mlのN2 purgeしたCH3CNで溶解し、2 mM Cu(I)ストッ
ク溶液を調製した。 
(4) 表 2-7 の組成で溶液を混合し、「リポソームなし、Cu(I)なし」「リポソームなし、Cu(I)
あり」「リポソームあり、Cu(I)なし」「リポソームなし、Cu(I)あり」のサンプルを調製した。 
表 2-7 脂質膜存在下での蛍光スペクトル測定におけるサンプルの組成 
2 mM POPC 
or buffer 
50 µM peptide 2 mM Cu(I) 
or acetonitrile 
buffer 
100 µl 40 µl 2 µl 158 µl 
(5) 3×3 mmのミクロセルを用い、以下の測定条件で蛍光スペクトルを測定した。 
 測定条件 (Jasco, FP-6500) 
励起波長: 295 nmまたは 305 nm 測定波長: 305–580 nmまたは 315–580 nm 
励起バンド幅: 5 nm 蛍光バンド幅: 5 nm 感度: Medium 走査速度: 500 nm/min 
(6) 得られた蛍光スペクトルから、緩衝液またはリポソーム溶液のスペクトルを差し引く
ことによって、レイリー散乱を補正した。補正したスペクトルは、320–380 nm の範囲で
15次の多項式でフィッティングし、得られたフィッティングカーブの 1次微分が 0になる
波長を蛍光ピーク波長とした。 
 
 
2. 12. Stern-Volmer消光実験 
(1) 2 Mのアクリルアミドストック溶液を調製した。 
(2) 2 mM POPCリポソームのストック溶液を、2. 9. の手順で調製した。 
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(3) 0.05 µmolのCtr4(113-136)を 1 mlの 50 mM MES bufferで溶解し、50 µM ペプチドのス
トック溶液を調製した。 
(4) 1.5 mgの[Cu(CH3CN)4]PF6を 2 mlのN2 purgeしたCH3CNで溶解し、2 mM Cu(I)ストッ
ク溶液を調製した。 
(5) 「リポソームなし、Cu(I)なし」「リポソームなし、Cu(I)あり」「リポソームあり、Cu(I)
なし」「リポソームなし、Cu(I)あり」のそれぞれのサンプルについて表 2-8の組成で混合し、
アクリルアミドの濃度を 0–0.2 Mの範囲で変化させた。 
表 2-8 Stern-Volmer消光実験におけるサンプルの組成 
acrylamide 
(M) 
2 mM POPC 
or buffer 
50 µM 
peptide 
2 mM Cu(I) 
or acetonitrile 
buffer H2O 2 M 
acrylamide 
0 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 20 µl 0 µl 
0.04 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 16 µl 4 µl 
0.08 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 12 µl 8 µl 
0.12 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 8 µl 12 µl 
0.16 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 4 µl 16 µl 
0.2 100 µl 40 µl 2 µl 138 µl 0 µl 20 µl 
(6) 3×3 mmのミクロセルを用い、以下の測定条件で蛍光スペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, FP-6500) 
励起波長: 295 nm 測定波長: 305–580 nm 励起バンド幅: 5 nm 
蛍光バンド幅: 5 nm 感度: Medium 走査速度: 200 nm/min 
(7) 得られた蛍光スペクトルは、320〜380 nmの範囲で 15次の多項式でフィッティングし、
ピーク強度を求めた。 
(8) アクリルアミド濃度に対する F0 / Fのプロット (Stern-Volmer プロット) を作成し、こ
のプロットから Stern-Volmer定数を得た。ここで、F 0および Fはアクリルアミドの非存在
下および存在下における蛍光強度である。  
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2. 13. 蛍光寿命測定 
(1) サンプル溶液は 2. 10.の (1) ~ (4) と同じ方法で調製した。 
(2) 蛍光寿命は、時間相関単一光子計数法を用いて測定した。励起光源としてパルス LED 
(PicoQuant GmbH、10MHz、300nm、~500 ps) を使用した。分光器を用いて 350 nmの蛍光
を得、ディスクアノードマイクロチャネルプレート光電子増倍管 (Biomedical instruments, 
PSC-01) によって蛍光を検出した。時間軸は、異なる光路を有する 2つのパルス間の差を
用いて校正した。 
(3) 分光器の直前に偏光子を配置した。励起光の偏光方向に対してマジックアングル (54.7
度) の角度にすることによって、蛍光分子の配向に伴う蛍光減衰曲線の変化が生じないよ
うにした。 
(4) 得られた蛍光減衰曲線のうち、励起パルスの形状が無視できる 1–20 nsの範囲を、2成
分の指数関数でフィッティングした。 
 
 
2. 14. 脂質膜存在下における CDスペクトル測定 
(1) サンプル溶液は 2. 10.の (1) ~ (4) と同じ方法で調製した。 
(2) 以下の条件でCDスペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, J-820) 
セル長: 1 mm 測定波長: 190–300 nm 積算回数: 8回 スリット幅: 4 nm 
感度: Standard (100 mdeg) 走査速度: 50 nm/min レスポンス: 4 sec 
(3) 得られた CD スペクトルから、緩衝溶液のみのスペクトルまたはリポソームのみのス
ペクトルを減算し、サンプルのスペクトルを得た。 
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2. 15. ラマンスペクトル測定 
(1) 2. 9. と同様の手順で 5 mM POPCリポソームのストック溶液を調製した。 
(2) 0.5 µmolのCtr4(113-136)を 50 µlの 50 mM MES bufferに溶解し、10 mM のペプチドス
トック溶液を調製した。 
(3) 14.9 mgの[Cu(CH3CN)4]PF6を 4 mlのN2 purgeしたCH3CNに溶解し、10 mMのペプチ
ドストック溶液を調製した。 
(4) 表 2-9 の組成で混合し、「リポソームあり、Cu(I)なし」「リポソームあり、Cu(I)あり」
のサンプル溶液を調製した。 
表 2-9 脂質膜存在下でのラマンスペクトル測定におけるサンプルの組成 
5 mM POPC 10 mM peptide 10 mM Cu(I) or acetonitrile 
40 µl 5 µl 5 µl 
(5) 各サンプルのラマンスペクトルを測定した。 
測定条件 (Jasco, NRS-3100AR) 
励起波長: 488.0 nm、露光・積算時間: 30 min、減光器: オープン、 
対物レンズ: UMPLEF20×、スリット: 0.2×6 mm 
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3. Cys/TrpモチーフとCu(II)との反応 
3. 1. 序 
 生命の維持に必要不可欠な必須微量元素の一種である銅は、様々な輸送タンパク質によ
って細胞内の濃度が厳密に制御されている[1-4]。それらの銅輸送タンパク質のうち、主に
細胞内への銅の取り込みを担っているのが Ctr (Copper transporter) と呼ばれる一群のタン
パク質である。銅は、細胞外では主に二価の状態で存在するが、細胞内には一価の状態で
取り込まれる。Ctr タンパク質は、金属還元酵素と共発現して機能しており、金属還元酵
素が還元した銅を受け取って、細胞内に輸送しているとされている[39-43]。 
Ctrタンパク質は、3回膜貫通型のトポロジーを取っており、ホモまたはヘテロ三量体と
して機能する[44,45]。Ctrタンパク質の膜貫通ドメインは αへリックス構造をとっており、
N 末端側は細胞外 (あるいは小胞体のルーメン側) に、C 末端側は細胞内に露出している
[46]。Ctrタンパク質は、ATPの加水分解などのエネルギーを必要とせず、濃度勾配に従っ
て銅を輸送するチャネルタンパク質であるが、輸送の詳細な機構は明らかになっていない
[1,3,39-43]。現在、Ctrタンパク質に関する研究は、クライオ電子顕微鏡像をもとに計算で
得られた全原子モデル[46]に基づいて進められている。 
Ctr タンパク質は、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内ドメインにそれぞれ銅の
輸送に重要な金属結合モチーフを有している。N 末端側の細胞外ドメインには、Met 残基
と芳香族性残基 (特に His 残基) が豊富に存在しており、Cu(I)選択的な銅輸送に重要であ
るとされている[33,49-53]。膜貫通ドメインにおいては、MxxxMモチーフ (xは任意のアミ
ノ酸) が銅輸送活性に必須であり[51]、またC末端細胞内ドメインのヒスチジン-システイ
ン-ヒスチジンモチーフも重要な銅結合モチーフであることが示唆されている[58,59]。上述
のヒトCtr1の全原子モデル[46]によると、細胞外ドメインのMet残基がスタッキングして
Cu(I)が通過する細孔を形成し、細胞内のヒスチジン-システイン-ヒスチジンモチーフが取
り込まれた Cu(I)を受け取ると考えられている (図 1-1)。S原子はソフトな配位子であるた
め、Cu(II)よりも Cu(I)に対して高い選択性を有しており、メチオニンのチオエーテルが形
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成する細孔は、Cu(I)選択的なフィルターとして重要な機能を持つと考えられている。実際、
ソフトな金属イオンである Ag(I)は Ctr による Cu(I)輸送を競合的に阻害するが、二価の金
属イオンは競合しない[50,60]。 
このように、Ctr タンパク質の細胞外ドメインは、Cu(I)の選択的な捕捉に重要な役割を
有している。細胞外ドメインに存在する Met 残基のうち、膜貫通領域から約 20 残基上流
のMet残基は特によく保存されており、銅輸送活性に重要である[51,52]。発芽酵母Ctr1で
は、このMet残基1つの変異で銅輸送活性が大きく損なわれることが報告されている[51]。
分裂酵母Ctr4では、膜貫通領域から 22残基上流のMet122残基が存在すると、N末端側細
胞外領域に存在する他の 5つの金属結合モチーフが無くても銅輸送が可能である[52]。 
 この、膜貫通領域から約 20残基上流のMet残基の近傍に、特徴的な配列をもつCtrタン
パク質がいくつか存在する。分裂酵母におけるCtr4、Ctr5、また発芽酵母Ctr3がそれに該
当する。これらの Ctrタンパク質は、MxWNWY という、芳香族アミノ酸残基が集中した
嵩高い配列と、それを挟む 2つのCys残基を有している (表 3-1)。BLASTを用いて、Ctr4
におけるこの特徴的な配列CKLSMYWNWYTIDACのホモロジー検索を行うと、多くの菌
類の、銅輸送タンパク質ではないかと推定されているタンパク質において同様の配列が保
存されていることが明らかになった (表 3-1)。そのため、このモチーフは銅輸送において
重要な機能を有するのではないかと推測し、Asp 残基を中心に、Trp 残基と Cys 残基が対
称な配列で存在するこのモチーフCxxSMxWNWYxxDxCを、Cys/Trpモチーフと定義した。 
 ところで、近年、メタン資化性菌から分泌されるペプチドであるメタノバクチンが、Cu(II)
を Cu(I)に還元する能力と、Cu(I)に対する結合能を共に有することが明らかになった[61]。
メタノバクチンは、メタン資化性菌に銅を取り込むために分泌されるペプチドである
[62,63]。メタノバクチンはその配列中に Cys 残基を有し、β 炭素がオキサゾロン環の一部
を形成する際に Cys残基の SH基がチオアミド基に変化するが、銅イオンとはこのチオア
ミド基を介して結合する[63]。高い銅結合能を持つメタノバクチンは、銅過剰症であるウ
ィルソン病の新たな治療薬として期待されている[64]。 
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Cys/Trpモチーフも、メタノバクチンと同様に金属還元能と捕捉能を共に有する可能性が
ある。分裂酵母において、金属還元酵素はいまだ発見されていないため、分裂酵母のCtr4
とCtr5が、Cu(I)のみならずCu(II)とも相互作用しているのではないかと考えた。この章で
は、実際にCys/TrpモチーフとCu(II)がどのような反応を起こすのかを解析し、銅の恒常性
維持機構に関する新たな知見を得ることを目的としている。 
 
表 3-1 BLASTによる検索で得られた菌類のCtrにおけるCys/Trpモチーフ 
Ctr4 (Schizosaccharomyces pombe) SSCKLSMYWNWYTIDACFITK 
Ctr5 (Schizosaccharomyces pombe) ATCRMSMLWNWYIHDSCFLAK 
Ctr3 (Saccharomyces cerevisiae) ATCKISMLWNWYTIDTCFIAR 
Ctr3 (Aspergillus udagawae) SSCKISMLWNWYTIDACFLSS 
Ctr Copper transporter (Metarhizium guizhouense) SSCKISMLWNWYTIDACFLTP 
Ctr Copper transporter (Candida tenuis) PACKISMLWNWYTIDSCFIAK 
Copper transporter (Colletotrichum gloeosporioides) ADCKMSMLWNWYTVDACFLAE 
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3. 2. 結果 
3. 2. 1. Cu(II)の添加による S-Cu(I)由来の蛍光の出現 
 ペプチド Ctr4(113-136)に対して、Cu(II)して CuCl2を添加し、300 nm を励起波長として
蛍光スペクトルを測定した結果を図 3-1に示す。500から 600 nmの領域には、多核構造を
有する S-Cu(I)錯体由来の蛍光が観測されることが、メタロチオネインや各種の低分子化合
物を用いた研究により知られている[11-18]。 
図 3-1 において、Ctr4(113-136)に銅を添加していない場合は、300 nm に吸収を示す Trp
残基由来の蛍光の裾が短波長側に観測されるのみで、S-Cu(I)由来の蛍光は見られなかった。
一方、CuCl2を添加したサンプルでは、550 nm付近にピークを有する蛍光バンドが観察さ
れた。蛍光波長が、過去に報告されている S-Cu(I)結合由来の蛍光と一致することから、ペ
プチドへのCuCl2の添加によって、S-Cu(I)結合が生成したことが示された。 
 二価の銅イオンを添加したにもかかわらず、Cu(I)由来の蛍光が観察されていることから、
添加したCu(II)は、ペプチドによってCu(I)に還元されたことがわかる。また、Cu(I)には同
時に S-Cu(I)結合が生成したと考えられる。 
 
 
 
図3-1 Ctr4(113-136)にCuCl2を添加する前後の蛍光スペクト
ル。ペプチドおよび銅イオンの終濃度は 0.05 mM。イオン
交換水で溶解したペプチドに CuCl2のストック溶液を添加
した後、NaOH水溶液で pHを 5.0に調整し、測定を行った。 
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3. 2. 2. Cys/Trpモチーフにより還元された Cu(I)の定量 
 3. 2. 1. に示した蛍光スペクトルの結果より、Cys/Trpモチーフを含むペプチドに Cu(II)
を添加すると、Cu(II)は Cu(I)に還元されることが明らかになった。この還元反応の化学量
論について、Cu(I)選択的な比色定量試薬であるビシンコニン酸 (Bicinchoninic acid, BCA) 
を用いて、BCA2-Cu(I)錯体の吸収強度から、生成したCu(I)を定量することにより、Cys/Trp
モチーフによるCu(II)の還元反応の化学量論について定量を行った。BCA2-Cu(I)錯体は 562 
nmに 7900 M-1 cm-1の吸収を有する[65]。 
 ペプチドと BCA を含む水溶液に、ペプチドに対して 0.5 当量、1 当量、2 当量、4 当量
のCuCl2を添加した。得られた吸収スペクトルを図 3-2に示す。銅の添加後 1分以内にCu(I)
の生成は完了しており、その後少なくとも 30 分までの間は、Cu(I)の濃度に変化がないこ
とを確認した。ペプチドに対して 4当量 CuCl2を添加したサンプルの吸収スペクトルは、
ベースラインの上昇によって、吸光度から直接Cu(I)の生成量を見積もることができなかっ
たため、あらかじめ測定しておいたBCA2-Cu(I)錯体のコントロールのスペクトルを、サン
プルのスペクトルのBCA2-Cu(I)錯体のバンドが消えるように引き、得られた差スペクトル
をベースラインとした。元のスペクトルからベースラインのスペクトルを引き、ビシンコ
ニン酸-Cu(I)錯体のバンド強度を求めた (図 3-3)。 
吸光度から、生成したCu(I)の濃度を算出すると、Cu(II) 0.5 eq.では 19 μM、1 eq.では 44 μM、
2 eq.では 88 μM、4 eq.では 87 μMであった。これをプロットすると、図 3-4のようになる。
銅の添加量がペプチドに対して 0.5当量から 2当量の濃度範囲では、Cu(II)の添加量が増加
するにつれて、Cu(I)の生成量は線形的に増加していったが、4 当量では、2 当量の場合と
同量のCu(I)しか生成しなかった。ペプチドは自身に対しておよそ 2当量までの銅を還元で
きると考えられる。 
 一般に、Cys 残基の SH 基は、チオレートアニオンからの一電子移動によって Cu(II)を
Cu(I)に還元することが知られている。1 つの SH 基は、一原子の銅イオンを還元できるこ
とから、ペプチドに対して二当量の銅を還元できることは、Cys 残基が銅の還元を担って
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いることを示唆する。 
 なお、BCAによって定量されたCu(I)の濃度は、添加したCu濃度の 80–90%のCu(I)まで
しか検出できていない。これは、4. 2. 5.で述べるように、Cys/TrpモチーフとCu(I)の結合
定数が非常に大きく、BCAと競合しているためであると考えられる。 
  
 
  
 
図 3-2 50 mM MES buffer (pH 5.0)中で、50 µMのCtr4(113-136)に 25, 50, 100, 200 µMの
CuCl2を反応させ、生成したCu(I)を 800 µMのBCAで検出した。562 nmに観測されて
いるのがBCA2-Cu(I)錯体由来の吸収である[2L]。 
 
図 3-3 図 3-2で得られたスペクトルのベースライン処理の方法を示した。表 2-4の組成のコ
ントロールのスペクトルをCu 4 eq.のスペクトルから差し引き、点線で示したベースライン
を得た。Cu 4 eq.のスペクトルから、得られたベースラインを引くことでBCA2-Cu(I)錯体の
吸収(青)とし、このスペクトルの吸光度からCu(I)濃度を定量した。 
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3. 2. 3. 銅添加による S-S結合の形成 
 3. 2. 2.に示したCu(I)生成量の定量実験から、1分子のCys/Trpモチーフは 2原子のCu(II)
をCu(I)へ還元することが示された。 
ペプチドによるCu(II)から Cu(I)への還元機構として、Cys残基の S-S結合形成と共役す
る機構を仮定し、ラマンスペクトルを測定した。 
 Ctr4(113-136)に対して 1当量のCuCl2を添加する前後のラマンスペクトルを図 3-5A,Bに
示す。図 3-5 Aのスペクトルは、2932 cm–1のCH伸縮振動バンドの面積強度で規格化して
いる。また図 3-5 Bのスペクトルは、756 cm–1のトリプトファンのW18バンドの面積強度
で規格化している。図 3-5Aより、銅の添加によってペプチドの SH伸縮振動強度が著しく
低下しており、添加したCu(II)と SH基が反応したことがわかる。また、図 3-5 Bより、Cu 
0 eq.では観測されなかった S-S伸縮振動バンドが、銅の添加によって出現しており、Cu(II)
の添加によって S-S結合が生成していると考えられる。 
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図 3-4 BCA2-Cu(I)錯体の 562 nmにおけるモル吸光係数を 7900 M
-1
 cm
-1として、得られた
吸光度から算出した Cu(I)濃度を、Ctr4(113-136)に対する Cu(II)添加量のモル比に対して
プロットした。 
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Cys/Trp中に存在するCys残基の数は 2残基であり、また 1 molの S-S結合が生成する際
に 2 molのCu(II)が還元される。この実験でCtr(113-136)に添加したCuCl2はペプチドに対
して 1当量であるため、Cu(II)の還元によって消費され、S-S結合を形成する SH基は全体
の 50%であると考えられる。しかし、図 3-5 Aにおいて SH伸縮振動バンドはほとんど残
っていない。また3. 1.の蛍光スペクトルでS-Cu(I)結合由来の蛍光が観測されたことから、
還元に関与しなかった残りの SH基はすべてCu(I)に配位していると考えられる。 
また、Cu(II)の添加後、24時間が経過したサンプルについてラマンスペクトルを測定す
ると、S-S 伸縮振動バンド強度が増大した。この結果については、Cu(I)に配位している
Cys残基も、サンプル溶液中の溶存酸素によって徐々に酸化され、S-S結合が生成したと
考察した。S-S伸縮振動バンド強度の定量を試みたが、バンド強度があまり強くないこと、
他のラマンバンドのオーバーラップがあることから精確な定量を行うことはできなかっ
た。  
 
 
 
図 3-5 イオン交換水中で測定した、5 mMのCtr4(113-136)に 5 mMのCuCl2を反応させ
る前(黒)、反応させた直後(赤)、反応させてから 24時間経過後(青)のサンプルのラマンス
ペクトル。Aが高波数領域、Bが低波数側の指紋領域を測定したもの。いずれのスペク
トルもキャピラリー中で測定し、露光時間と積算回数の積は 60分とした[1L]。 
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3. 2. 4. 質量分析 
 銅の還元と同時に形成された S-S結合が、分子内であるか分子間であるかを確認するた
めに、Ctr4(113-136)に対して 1当量のCuCl2を添加し、質量分析に付した (図 3-6)。図 3-6 (a) 
においてm/z 503.25、603.69、754.37、1005.5に観察されたピークは、全てモノアイソトピ
ック質量が 3012.5の化学種の、6価、5価、4価、3価のピークである。代表してm/z 603.69
のピークを拡大した図を図 3-6 (b) に示す。同位体ピークの分裂幅が 0.2であるため、この
ピークは 5価のイオンである。Ctr4(113-136)のモノアイソトピック質量は 3014.5であるた
め、分子量 3012.5は、Ctr4(113-136)が分子間ではなく分子内で S-S結合を形成した場合の
分子量と一致する。銅の還元に伴って形成される S-S結合は、分子内 S-S結合であること
が示された。 
また、m/z 628.87、785.83 のピークは、ともにモノアイソトピック質量が 3138.3 の化学
種の 5価、4価のピークであった。代表して、m/z 785.83のピークを拡大した図を図 3-6 (c) 
に示す。同位体ピークの分裂幅が 0.25であるため、このピークは 4価のイオンである。分
子量 3138.3は、Ctr4(113-136)の 2つの SH基が脱プロトン化し、Cu(I)イオンが 2原子付加
した化学種の分子量と一致する。 
得られた質量分析スペクトルに、分子内で S-S結合を形成したペプチドのピークと、ペ
プチドに銅が付加した化学種のピークが同時に存在している。ペプチドに Cu(II)を添加す
ると、一部のペプチドが銅を還元して分子内 S-S結合を形成し、銅の還元に関わらなかっ
た残りのペプチドが銅を捕捉すると考えられる。ペプチドに対して、主に 2原子の銅が結
合していることから、0.5当量のペプチドが 1当量のCu(II)をCu(I)に還元し、残り 0.5当量
のペプチドが、生成した 1当量のCu(I)を捕捉していると考えられる (3014.5－2×1.0078＋
2×62.929＝3138.3)。 
また、m/z 862.13のような分子間 S-S結合形成種のピークも分子間 S-S結合形成種も若干
存在する (図 3-6 (d)) が、分子内 S-S 結合形成種のピークと比較して強度が小さいことか
ら、これは副反応であると考えられる。 
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図 3-6 Ctr4(113-136)に対し 1当量のCuCl2を添加したサンプルの質量分析スペクトル。(a) 
観測されたすべてのピークを含む領域を示す。(b) m/z=603.69 周囲を拡大した図。(c) 
m/z=785.83周囲を拡大した図。(d) m/z=862.13周囲を拡大した図[2L]。 
(a) 
(b) (c) 
(d) 
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3. 2. 5. 分子内 S-S結合を形成した分子種の分離・定量 
3. 2. 2.で得られた化学量論から、ペプチドに対して 1当量のCu(II)を添加すると、0.5当
量のペプチドが 1 当量の Cu(II)を Cu(I)に還元し、残り 0.5 当量のペプチドが、生成した 1
当量のCu(I)を捕捉していると考えられるという仮説を立てた (3. 2. 4.)。この仮説を検証す
るため、HPLCによる分離分析を行った。 
Ctr4(113-136)に 1当量の Cu(II)を添加し、添加直後 (0時間後)、15時間後、30時間後に
ついてクロマトグラフィーによる分離分析を行った結果を図 3-7に示す。図 3-7 (a) は、下
から順番に、銅添加無し、銅添加 (1当量) 直後、銅添加 15時間後、銅添加 30時間後のク
ロマトグラムを示している。検出器は紫外-可視吸光度計であり、検出波長を 280 nmとす
ることでペプチドの定量を行なった。 
銅添加無しのクロマトグラムは、ほぼ 1本のピークのみを示した。このピークは、すべ
てのCys残基が還元型のペプチドのピークに対応する。銅添加直後には、還元型のペプチ
ドが約半分に減少し、21.5 分に新たなピークが出現した。このピークが、S-S 結合が酸化
されたペプチドのピークであると考えられる。15時間後には還元型ペプチドのピークはさ
らに減少し、酸化型ペプチドのピークが増加した。30時間後には還元型ペプチドのピーク
はほぼ完全に消失した。15時間後、30時間後で観測された変化は、3. 2. 3.で述べた溶存酸
素による S-Cu(I)を形成したチオレートアニオンの酸化によるものであると考えらえる。銅
添加 30時間後のサンプルを質量分析に付し、溶出時間 21.5 分のサンプルが分子内 S-S 結
合を形成した化学種であることを確認している (data not shown)。 
銅添加直後のクロマトグラムについて、ピークを Voigt 関数でフィッティングし、面積
強度からそれぞれの化学種の定量を行った結果を図 3-7 (b) に示す。定量の結果、S-S結合
を形成したペプチドは全体の 53.8%であると算出された。ペプチドに対して 1当量のCu(II)
を添加すると、0.5 当量のペプチドが 1 当量の Cu(II)を Cu(I)に還元し、分子内 S-S 結合を
形成することが確かめられた。 
また、得られたクロマトグラムには、銅の添加後、より短い溶出時間 (19.5 分から 20.5
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分) に微弱なピークが観測された。このピークは、銅との反応により酸化したペプチドの
ピークであると考えられる。また、合成した Cys/Trp モチーフは Cys 残基の近傍に塩基性
アミノ酸残基が存在するため、システインプロテアーゼ様のプロテアーゼ活性を有してい
る可能性がある。観測された微弱なピークは長時間の反応によって自己消化したペプチド
鎖であることも考えられる。 
 
 
 
 
 
  
図 3-7 (a) Ctr4(113-136)に対し 1当量のCuCl2を添加したサンプルのクロマトグラム。逆
相カラムを用い、水-アセニトリル系で分離を行った。(b) 銅添加直後(0 h)のクロマトグ
ラムについて、Voigt関数を用いてフィッティングを行い、面積強度を求めた結果。 
(a) 
(b) 
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3. 3. 考察 
Cys/Trp モチーフに 1 当量の Cu(II)を添加すると、速やかに Cu(I)が生成したことが、蛍
光スペクトル測定 (3. 2. 1.) により示された。また、比色定量試薬であるビシンコニン酸を
用いたCu(I)の定量 (3. 2. 2.) から、Cys/Trpモチーフに 1分子対して 2原子までの銅が還元
されることが示された。Cys 残基の SH 基は一電子移動によって銅を還元することが知ら
れている (式 3-1)。 
2RSH + 2Cu(II) → 2RS・ + 2Cu(I) → RSSR + 2Cu(I) (3-1) 
Cys/Trp モチーフ中には Cys 残基が 2 残基存在する。したがって、モチーフ 1 分子あた
り 2 原子の銅イオンを還元するという化学量論は、Cys 残基による還元機構を示唆する結
果である。したがって、Cys/Trpモチーフによる銅の還元は、Cys残基によって行われたと
考えられる。一電子移動による銅の還元では、チオレートラジカルが生成する。非共鳴ラ
マンスペクトルによって検出された S-S 結合は、2 つのチオレートラジカルが結合して生
成したものだと考察される。 
結果 3. 2. 1.で測定した蛍光スペクトルから、Cys/Trpモチーフに 1当量のCu(II)を添加す
ると、S-Cu(I)結合が生成することが示された。したがって、Cys/Trp モチーフは Cys 残基
のチオレートを介してCu(I)を捕捉すると考えられる。また、結果 3. 2. 4. の質量分析スペ
クトルから、Cys/Trp モチーフ 1 分子には 2 原子の銅が結合することが示された。一方、
S-S結合を形成したペプチドの定量 (3. 2. 5.) より、銅の添加直後におよそ半分のペプチド
が分子内ジスルフィドを形成した。式 3-1より、S-S結合が 1つ形成される際に、2原子の
銅が還元される。したがって、1当量のペプチドに 1当量のCu(II)を添加すると、0.5当量
のペプチドが Cu(II)を Cu(I)に還元し、残り 0.5当量のペプチドが、S-Cu(I)結合を介して還
元された銅を捕捉していると考えられる (図 3-8)。 
 このように、Ctr タンパク質中に新たに発見した Cys/Trp モチーフは、Cu(II)の還元能と
Cu(I)の結合能を同時に持つことが示された。この結果から、Ctr タンパク質の銅輸送機構
について次のように考察できる。 
40 
 
 
 
 
 従来、Ctr タンパク質は、金属還元酵素と共発現して機能しており、金属還元酵素が還
元した銅を受け取って、細胞内に輸送するとされていた。実際、哺乳類の Ctr と共発現し
て機能する金属還元酵素として Fre1, Fre2, Steap proteinなどが同定されている[40,42]。しか
し、Ctr4 が発現している分裂酵母 Schizosaccaromyces pombe では、そのような金属還元酵
素はいまだ発見されていない。Cys/Trp モチーフが Cu(II)の還元能を持つという結果から、
Ctr4が自らCu(II)をCu(I)に還元し、輸送すると考えられる (図 3-9)。 
この機構には、銅の還元によって酸化された S-S 結合が再び還元されないと Ctr が銅を
輸送できないという問題点がある。酸化された S-S結合を還元する機構として、Ctr4とCtr5
が形成する Ctr 三量体 (Ctr4,Ctr5 複合体) の細胞内への取り込みが考えられる。Ctr4,Ctr5
複合体は、過剰な銅の輸送を防ぐための防御機構の一種として、細胞内の銅の濃度が上昇
すると、細胞膜中から細胞内へ取り込まれるという報告がある[66]。Ctr4,Ctr5 複合体が細
胞内に取り込まれることによって、Cys/Trpモチーフは多数のグルタチオン分子にさらされ
ることになる。上述の問題点を解消する仮説の一つとして細胞内に存在する多数のグルタ
チオン分子が、Cys/Trpモチーフで形成された S-S結合を還元することが考えられる。 
図 3-8 Cys/TrpモチーフとCu(II)の反応スキーム。全体の半分のCys/Trpモチーフ分子が、
1分子あたり 2原子のCu(II)を還元する。残りの半分のCys/Trpモチーフが、還元によっ
て生成したCu(I)を 1分子あたり 2原子捕捉する[2L]。 
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 Cys/Trpモチーフの構造解析に必要な一連の分光測定は全て酸性側のpHを選択して行っ
た。これは酵母の生理的 pHが酸性側に存在するためである。pHを 5.0にしたのは、金属
イオンとの相互作用が少ない Good’s buffer のうち、もっとも酸性側で緩衝能を示す MES 
bufferを用いて実験を行ったためである。 
 pH 7.4 で Cys/Trp モチーフが Cu(I)を結合すると、速やかに S-S 結合が形成され、Cu(I)
は二価にもどってしまい、S-Cu(I)結合は安定には保持されない。SH 基は OH 基と比較し
て pKaが小さく、9-12程度であり、また、S-S結合の交換反応は中性付近 (pH 7-8) で容易
図 3-9 (a) Ctr タンパク質と金属還元酵素が協働する銅輸送機構。金属還元酵素とし
て、発芽酵母では Fre1, Fre2などが、哺乳類では Steap proteinなどが同定されている。
(b) Cys/TrpモチーフがCu(II)の還元に関与する銅輸送機構。 
(a) 
(b) 
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に発生する。このようなチオレートアニオンの反応性の高さが中性付近での S-Cu(I)結合の
不安定性に寄与していると考えられる。 
 酵母などの菌類ではCys/Trpモチーフが保存されている一方で、哺乳類のCtrにはCys/Trp
モチーフが存在しないのは、生理的 pHの違いによるものであると考えられる。生理的 pH
が低い菌類ではSH基が安定に存在するためCys/TrpモチーフがCu(II)の還元能を発揮でき、
また Cu(I)を安定に結合できる。しかし、哺乳類では SH基が安定に存在せず、S-S結合形
成と共役した還元機構を利用できないため、Met 残基や His 残基中心の配位構造が選択さ
れるようになり、銅を輸送するタンパク質とは別に金属を還元するタンパク質が必要にな
ったと考えられる。 
  
43 
 
4. Cys/TrpモチーフとCu(I)の結合構造 
4. 1. 序 
Cu(I)輸送タンパク質であるCtrタンパク質の構造-機能相関は、主にクライオ電子顕微鏡
像をもとに行った計算で得られた全原子モデルによって研究されている。Ctr の N 末端側
の細胞外ドメインには、Met残基が 1残基おきまたは 2残基おきに 3つ並んだモチーフが
よく保存されている[51]。MxxMxM、MxMxxM、MxxMxxMなどと書き表されるこのモチ
ーフは、メチオニンモチーフ (Mets motifs) と呼ばれ、Cu(I)の結合サイトとして多くのCtr
タンパク質に保存されている[49, 50, 51]。Mets motifに関しては、10残基前後のモデルペプ
チドを用いた先行研究が豊富に行われており、チオエーテルがCu(I)を捕捉すること、Met
残基のみの配位によってMets motifは106 M-1程度の結合定数を有することが明らかになっ
ている[49,50]。前述の全原子モデル (図 1-1) では、このMets motifのMet残基が分子間で
集合してCu(I)選択的な細孔を形成している[46]。 
しかし、Mets motifだけですべてのCtrタンパク質の銅輸送機構が説明できるわけではな
い。例として、まず芳香族性アミノ酸残基の寄与が挙げられる。特によく研究されている
のはHis残基の関与である。モデルペプチドを用いた実験では、Mets motifに加え、His残
基が存在する配列の方がCu(I)結合能が高いこと[53]、Mets motif近傍に存在するHis残基 2
残基と、Mets motif中のMet残基でCu(I)を配位しうること[33]が示されている。また、全
原子モデルを用いたシミュレーションでも、Mets motifのみならずHis残基にCu(I)が結合
しうることが示されている[46]。 
また、分裂酵母Ctr4では、膜貫通領域から 22残基上流のMet122残基が存在すると、N
末端側細胞外領域に存在する他の 5つのMets motif が無くても銅輸送が可能である[52]。
文献 52は、細胞に発現するCtr4およびCtr5の鎖長や配列を変更し、それぞれの金属結合
モチーフやアミノ酸残基が銅輸送活性に与える影響を、Ctr を発現した細胞の生死から評
価しており、Met122残基はその 1残基だけで 5つのMets motifと同等の銅輸送活性をCtr4
に与え、5つのMets motifが存在することは Ctr4が機能を果たすには冗長 (redundant) だ
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という結果が得られている。また、発芽酵母Ctr3には、細胞外にメチオニンモチーフは 1
つも存在しないが、膜貫通領域から 20残基上流のMet残基だけは保存されている[51]。 
この、膜貫通領域から 20残基ほど上流にあるMet残基は、第 3章で定義したCys/Trpモ
チーフ中に含まれる残基である。第 3 章では、Cys/Trp モチーフは Cu(II)の還元能と Cu(I)
の結合能を同時に有することが明らかになった。細胞を用いた実験で、Cys/Trpモチーフ中
に存在するMet残基がCu(I)の輸送に重要だという結論が得られていることから、Ctrタン
パク質の詳細な構造-機能相関の解明には、この配列が Cu(I)と形成する錯体の構造の解明
が必要不可欠であると考えた。さらに、Cys/Trpモチーフ中には、芳香族性アミノ酸の一種
である Trp 残基が 2 残基、Tyr 残基が 1残基または 2残基、集中して存在している。特に
トリプトファンは過去に Cu(I)との相互作用が報告されており、Cu(I)との配位に関与して
いる可能性が考えられる[23]。Trp側鎖は強い蛍光を発し、またインドール環に由来するラ
マンバンドの強度も大きいことから、Cys/Trp モチーフと Cu(I)の結合に由来する顕著な分
光マーカーの発見も期待される。この章では、Cys/Trp モチーフと Cu(I)の結合構造を、分
光学的手法を用いて解析した結果を示す。 
ヒトCtr1をはじめ、哺乳類や酵母などで同定されているCtr2、Ctr3、Ctr6等はすべてホ
モ三量体を形成するのに対し、第 3章で Cu(II)との反応を解析した分裂酵母 Ctr4は、2分
子のCtr4と 1分子の Ctr5でヘテロの三量体を形成するユニークなCtrである[66]。Ctr4、
Ctr5のどちらにも Cys/Trpモチーフは存在するが、Ctr5の Cys/Trpモチーフは Ctr4とは若
干配列が異なっている。特に、Ctr5 には Cu(I)親和性が高いアミノ酸残基のひとつである
His残基が存在している。His残基が存在するCys/Trpモチーフはあまり多くないが、前述
のように、Mets motif中にHis残基が存在することによってCu(I)結合定数が上昇すること
[53]から、この配列の違いに基づく Cu(I)結合構造や Cu(I)結合定数の違いは、Ctrの構造機
能相関を解析する上で非常に興味深い。本章では、Ctr4、Ctr5 の 2 種類の Cys/Trp モチー
フについて、分光学的手法を用いてその構造・結合定数の違いを検出し、比較することを
目的とする。 
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4. 2. 結果 
4. 2. 1. Cys/Trpモチーフと Cu(I)の結合の化学量論 
 ペプチドCtr4(113-136)およびCtr5(22-45) 50 Mに対してCu(I)を添加し、Trp残基の蛍光
強度の変化を測定した (図 4-1 (a), (b))。Cu(I)の添加量を 25 M (0.5 eq.)、50 M (1 eq.)、75 µM 
(1.5 eq.)、100 M (2 eq.)、150 µM (3 eq.)、200 M (4 eq.)と変化させると、Ctr4とCtr5の両
方の Cys/Trp モチーフモデルペプチドで、トリプトファン蛍光の強度は減少した。トリプ
トファン蛍光強度の減少はCu(I)の添加量がペプチドに対して 2当量になると停止し、それ
以上の銅の添加では蛍光強度は殆ど変化していない。Cys/Trp モチーフは 1 分子あたり 2
原子までのCu(I)を捕捉できると考えられる。 
  
 
 また、図 3-1 に示した、Cu(II)の添加時に観測された S-Cu(I)結合由来の蛍光も、Cu(I)の
添加によって、Ctr4(113-136)とCtr5(22-45)の両方で観測された。S-Cu(I)結合由来の蛍光は、
Cu(I)の添加量が 1.5当量を越えると急激に蛍光強度を増し、Cu(I)の添加量が 2当量で最大
になった。S-Cu(I)結合由来の蛍光のこのような挙動は、Cys/Trp モチーフ 1 分子に 2 原子
のCu(I)が結合できるという考察と矛盾しない。S-Cu(I)結合由来の蛍光は、主にクラスター
様の多核の錯体で報告されている。ペプチドに対してCu(I)の添加量が少ない場合には、ク
図 4-1 (a) Ctr4(113-136)と(b) Ctr5(22-45)にCu(I)として[Cu(CH3CN)4]PF6を添加し、トリプトファン蛍
光スペクトルを測定した(励起波長: 295 nm)。測定は 50 mM MES buffer (pH 5.0)中で行い、ペプチド
濃度は 0.05 mMとした[2L]。 
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ラスター様の多核の錯体を形成する分子の数が少ないため蛍光強度が弱いが、Cu(I)の結合
が飽和するにつれて、多核の錯体を形成する分子種が増えるため、加速度的に蛍光強度が
増すと考えられる。 
 また、Ctr5におけるS-Cu(I)結合由来の蛍光は、Ctr4と比較して極端に強度が小さかった。
この結果から、Ctr5においてもCys残基の SH基がCu(I)に配位しているものの、配位構造
が異なることが示唆される。前述のように、S-Cu(I)結合由来の蛍光は、クラスター様の多
核の錯体において強い蛍光を発する。したがって、Ctr4に結合した 2原子のCu(I)は、2核
の錯体を 1つ形成しているが、Ctr5に結合した 2原子のCu(I)は単核の錯体を 2つ形成して
いると考えることができる。 
銅の添加量が 3、4 当量では、S-Cu(I)結合の蛍光強度は減少したが、これは、過剰の銅
イオンによる動的消光であると考えられる。S-Cu(I)結合由来の蛍光寿命は、温度や配位構
造によって大きく異なるものの、一般的に µsオーダーの蛍光寿命を有する[11-13]。例えば
メタロチオネインの場合、室温で最大 100 µsの長い蛍光寿命を有している[18]。このため、
S-Cu(I)由来の蛍光は、酸素分子などからの動的消光を受けやすい[11,18]。 
 
4. 2. 2. S-Cu(I)結合由来の蛍光に関する励起スペクトルの測定 
 Cys/Trp モチーフと Cu(I)が結合した錯体の構造について情報を得るため、550 nm の
S-Cu(I)結合由来の蛍光について、蛍光励起スペクトルを測定した。 
 50 µMのCtr4(113-136)とCtr5(22-45)にCu(II)としてCuCl2を添加し、蛍光励起スペクトル
を測定した。得られたスペクトルを図 4-2に示す。Ctr4、Ctr5の両方のCys/Trpモチーフモ
デルペプチドにおいて、励起スペクトルに2成分の励起バンドが観測された。一つは320 nm
付近に観測されている励起バンドで、これは報告されている S-Cu(I)の励起バンドと一致す
る。もう一つは 280 nm の励起バンドで、これはトリプトファンの吸収波長と一致する。
トリプトファンの蛍光ピーク波長は 350 nm 付近であり、Trp 残基から S-Cu(I)結合への
FRET (Förster resonance energy transfer) が起きていると考えられる。したがってCtr4、Ctr5
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の両方で、Cys/Trpモチーフにおける Trp残基は、S-Cu(I)クラスターの近傍に存在すると考
えられる。 
 また、結果 4. 2. 1.でCu(I)の添加に伴いトリプトファン蛍光の強度が減少したのは、Trp
残基から S-Cu(I)結合への FRETが起きているためであると考えられる。 
 
 
 
4. 2. 3. 銅の添加に伴うトリプトファン側鎖環境の変化 
 蛍光励起スペクトルの測定によって、Cys/Trpモチーフの Trp残基が、S-Cu(I)クラスター
の近傍に存在することが明らかになった。インドール環の π電子がCu(I)と相互作用する例
が、過去に銅シャペロン CusF に関する研究で報告されている[23]ことから、Cys/Trp モチ
ーフでも同じような相互作用が起きている可能性が考えられる。 
銅の添加に伴う Trp 側鎖周囲の環境の変化について考察するため、Ctr4(113-136)、
Ctr5(22-45)にCu(II)としてCuCl2を添加し、紫外吸収スペクトルを測定した。得られたスペ
図 4-2 イオン交換水中で 0.05 mMのCtr4(113-136)とCtr5(22-45)に対して1当量のCuCl2を添加
し、蛍光波長を 550 nmとして蛍光励起スペクトルを測定した。サンプル溶液はNaOHで pH 5.0
に調整し、測定を行った。また挿入図として同じ条件で測定した蛍光スペクトルを示す。得ら
れた蛍光励起スペクトルは 280 nmの強度で規格化を行っている[2L]。 
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クトルを図 4-3に示す。Ctr4、Ctr5の両方のCys/Trpモチーフモデルペプチドにおいて、波
長 220 nmに観測される芳香環のBb吸収のスペクトルに変化が見られたため、銅を添加し
たサンプルのスペクトルから銅を添加していないサンプルのスペクトルを引き、差スペク
トルを得た。差スペクトルは共に微分形の形状を示し、Bb吸収がCu(II)の添加によってRed 
shiftしていることが示唆された。 
  
 
インドール環は、正電荷とカチオン-π相互作用をしていると、Bb吸収が僅かに強度減少
し、さらに長波長シフトすることが、モデル化合物を用いた測定によって示されている[22]。
強度減少に関しては、散乱によるベースラインの変化があるため評価できないが、差スペ
クトル形状が銅シャペロン CusF で観測されたものと類似しており[23]、Cys/Trp モチーフ
に含まれる Trp残基が、正電荷、この場合はCu(I)とカチオン-π相互作用をしている可能性
が示された。 
しかし、この波長領域には、チロシン等他のアミノ酸残基の吸収も含まれており、紫外
吸収スペクトルで観測された変化が本当にインドール環の吸収の変化に由来するのかは、
図 4-3のみでは判別できない。 
図4-3で得られた紫外吸収スペクトルの変化が、インドール環のBb吸収の長波長シフト、
図 4-3 イオン交換水中で 0.05 mMの(a) Ctr4(113-136)と(b) Ctr5(22-45)に対して 1当量のCuCl2を添
加する前後のサンプルについて、セル長 1 mm で吸収スペクトルを測定した。サンプル溶液は
NaOHで pH 5.0に調整した。銅添加ありのサンプルから、銅添加なしのサンプルのスペクトルを
引いた差スペクトルを赤で示している[2L]。 
(a) (b) 
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すなわちカチオン-π相互作用に由来するものなのかどうかを検討するために、吸光度が顕
著に変化している 229 nmを励起波長として紫外共鳴ラマン (Ultra-Violet Resonance Raman, 
UVRR) スペクトルを測定した。共鳴効果とは、ラマンの励起波長に吸収バンドを持つ分
子のラマン散乱強度が顕著に増加する現象である。本実験では、229 nmに吸収を持つアミ
ノ酸残基の散乱強度が増加し、選択的に観測できる。 
得られたスペクトルを図 4-4 に示す。強度標準として加えた NO3－のバンド (1047 cm
-1
) 
をもとに、銅添加ありのサンプルのスペクトルから、銅非添加なしのサンプルのスペクト
ルをひいた差スペクトルを赤で示している。 
まず、Ctr4(113-136)のUVRRスペクトル (図 4-4 (a)) について考察を行う。図 4-4 (a) で
は、チロシン (Y9a: 1177–1179 cm-1) のバンドには変化が無く、またトリプトファンのバン
ドの中で一部のみが強度を増している。強度が増大しているW3, W16, W17, W18のバンド
は、トリプトファンのバンドのうち、Bb吸収と共鳴するバンドである。これらのバンドの
選択的な強度増大から、図 4-3の紫外吸収スペクトルにおける Trp残基のBb吸収の長波長
シフトが裏付けられた。したがって、S-Cu(I)結合によって捕捉された Cu(I)イオンは、Trp
残基のインドール環とカチオン-π相互作用をしていると考えられる。 
次に、Ctr5(22-45)のUVRRスペクトル (図 4-4 (b)) について考察を行う。図 4-4 (b) では、
図 4-4 (a) で観測された、トリプトファンのBb吸収に共鳴するラマンバンドの強度増大に
加えて、1613 cm-1に新たなバンドが観測されている。このバンドは、W1のバンドとは明
らかに波数が異なり、Trp残基以外の芳香族性側鎖由来のバンドであると考えられる。 
この 1613 cm-1のラマンバンドは、銅の添加によって出現したことから、金属結合に由来
するラマンバンドであると考えられる。可能性が高いバンドとして、His残基に存在する 2
原子の N 原子 (Nπ および Nτ、図 4-5) のうち、Nτ 原子が金属に配位している場合 
(His-Nτ-Metal) のイミダゾール環 C4=C5伸縮振動バンドが挙げられる。Zinc Finger protein
と Zn(II)の結合に際して、His残基のNτ原子がZn(II)に配位するが、このときHisのC4=C5
伸縮振動が 1606 cm-1 に観測される[25,26]。今回観測されたラマンバンドの波数はこの
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His-MetalのC4=C5伸縮振動バンドと波数が近いことから、この 1613cm
-1のラマンバンドは
暫定的にHis-Nτ-Cu(I)に帰属した。Ctr5(22-45)では、Ctr4(113-136)で起きているようなトリ
プトファンのカチオン-π 相互作用のほかに、His 残基の Nτ 原子も Cu(I)に配位している可
能性が考えられる。 
 
 
  
 
  
図 4-4 イオン交換水中で、0.2 mMの(a) Ctr4(113-136)と(b) Ctr5(22-45)に 1当量のCuCl2を添加す
る前後のサンプルについて、励起波長を 229 nmとしてラマンスペクトルを測定した。サンプル
溶液はNaOHで pH 5.0に調整し、測定を行った。銅添加ありのスペクトルから銅添加なしのス
ペクトルを引いた差スペクトルを赤で示している[2L]。 
図 4-5 ヒスチジンのNπ-H型とNτ-H型の
二種類の異性体。 
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4. 2. 4. 非共鳴ラマンスペクトルによるHis-Metalのラマンバンドの観測 
 ヒスチジンの金属配位状態のマーカーとなるラマンバンドは、過去によく研究されてい
る[24-28,67-69]。4. 3. 2.で観測されたHis-Cu(I)の配位を確認する別の手段として、非共鳴ラ
マンスペクトルを測定した。229 nm励起ではトリプトファンのラマンバンドが大きく強度
を増してしまい、ヒスチジンのバンドが相対的に小さくなってしまう。これを避けるため
に非共鳴の条件でラマンスペクトルを測定した。 
まず、H2O中でのCtr5(22-45)のラマンスペクトルを Fig. 4-6 (a) に示す。銅を添加したス
ペクトルでは、1611 cm-1のバンド強度が増大している。紫外共鳴ラマンスペクトルで暫定
的に帰属した His-Nτ-Cu(I)のラマンバンドと同じ波数領域でラマン散乱強度が増大したこ
とがわかる。非共鳴ラマンスペクトルでも、紫外共鳴ラマンスペクトルで観測された、
HisNτ-Cu(I)のバンド[25,26,67]を観測できた。 
さらに、980 cm-1のバンド強度の減少はヒスチジンの Nτ-H 型の異性体の減少に、1001 
cm
-1の強度増大は Nπ-H 型の異性体の増加に帰属される[26,69]。金属が存在しない状態で
は、ヒスチジンはNτ-HとNπ-Hが混ざった状態で存在している。Nτ位で金属を配位する
ことによって、プロトンが結合できる窒素原子がNπ位のみになるので、Nτ-H型のラマン
バンド強度は減少し、Nπ-H型のラマンバンド強度が増大する。したがって、980 cm-1の強
度減少と 1001 cm-1の強度増大から、ヒスチジンのNτ位の金属への配位が示される。一方、
Nπ-Metal型のヒスチジンは 1277-1272 cm-1に特徴的なラマンバンドを示すことが知られて
いる[25,26,69]が、この波数領域の近傍ではバンド強度に変化がないことから、Nπ 位での
Cu(I)の配位は起きていないと考えられる。 
次に、D2O中でのラマンスペクトルを図 4-6 (b) に示す。C4=C5伸縮振動は、重水素置換
するとNτ-D型とNπ-D型で波数が変化しなくなる。このため、Nτ-D型のヒスチジンの減
少とNπ-D型のヒスチジンの増加が相殺され、H2O中のスペクトルで 1611 cm
-1に観測され
ていた強度増大はD2O中のスペクトルでは見えなくなる。図 4-6 (b) では、銅を添加した
スペクトルでは、1382 cm-1でラマン散乱強度が減少し、1342 cm-1においてラマン散乱強度
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が増大している。1382 cm-1における強度減少は、ヒスチジンのNτ-D型の異性体の減少に
帰属される[25,26,68]。これは、ヒスチジンがNτ位で金属を配位したため、Nτ-Dの異性体
が減少したことによる変化であると考察できる。また、1342 cm-1の強度増大は、Nτ-Metal, 
Nπ-D型のヒスチジンのラマンバンドに帰属できる[25,26]。H2O, D2O中での測定によって、
Ctr5(22-45)のHis残基のNτ位のCu(I)への配位が確かめられた。 
 
 
また、図 4-6 (b) において、1421 cm-1のラマンバンドの強度が増加している。この波数
領域は、CH変角振動とオーバーラップするが、Nτ-MetalおよびNπ-D型のヒスチジンのバ
ンドが現れることが知られている[25,26,68]。ペプチドの側鎖構造の変化とHis-Cu(I)の結合
の両方の変化が見えていると考えられる。 
His残基に関係するラマンバンドのほかに、図 4-6 (b) では図 4-5 (a) と異なり、アミド I
バンドの波数が、銅を添加すると高波数側にシフトしている。また、1240 cm-1付近におけ
る強度増大は、銅添加に伴う重水素化されていないアミド IIIバンドの増加、および988 cm-1
における強度減少は重水素化されたアミド III’バンドの減少に帰属できる。これらのラマ
図 4-6 (a) H2Oまたは(b) D2O中で、2 mMのCtr5(22-45)に 2当量の[Cu(CH3CN)4]PF6を添加する前後の
サンプルについて、励起波長を 488 nmとしてラマンスペクトルを測定した。サンプル溶液はNaOH
またはNaODで pH 5.0に調整した。銅添加ありのスペクトルから銅添加なしのスペクトルを引いた
差スペクトルを赤で示している[2L]。 
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ンバンドの変化は、すべて主鎖アミドの重水素化率の違いによるものだと考えられる。銅
を添加していない場合は、ペプチドはほぼ完全なランダム構造をとっているので、すべて
のアミド基が容易に重水素化される。一方、銅を添加した場合には、ペプチドは一定の二
次構造をとるのでアミド基が重水素化されにくくなると考えられる。主鎖構造の変化は、
CDスペクトルからも確認した。図 4-7 (a) と (b) に、Cu(I)を添加する前後のCys/Trpモチ
ーフのCDスペクトルを示す。縦軸のモル楕円率は、アミノ酸残基の濃度、すなわち α炭
素の数で規格化されていることに留意されたい。Cu(I)の添加によりCDスペクトルの有意
な変化が観察された。負のピークが長波長シフトしたことから、Cu(I)を結合する前はラン
ダムコイル構造を取っていた Cys/Trpモチーフは、Cu(I)の結合に伴って βシート構造を含
む構造に変化したと考えられ、Ctr5(22-45)の非共鳴ラマンにおいて、主鎖アミドが十分に
重水素化されなかったことと一致する。 
 
 
 
4. 2. 5. BCAを用いたCys/Trpモチーフの Cu(I)結合定数の算出 
ペプチドと Cu(I)の結合に対して競合するリガンドとして、Cu(I)の比色定量試薬である
BCA を用いて、ペプチドと Cu(I)の結合定数の算出を行った。実験項に記した式 2-3～式
図 4-7 50 mM MES buffer (pH 5.0)中で、50 µMの(a) Ctr4(113-136)および(b) Ctr5(22-45)に 0.1 mM
の Ctr5(22-45)に対して 2 当量の[Cu(CH3CN)4]PF6を添加する前後のサンプルについて、CD ス
ペクトルを測定した。縦軸は α炭素のモル濃度で規格化した[2L]。 
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2-6を下に再掲する。BCA濃度を 400 µM、Cu(I)濃度を 100 µMに固定し、ペプチドの濃度
を 2.5-20 µMの範囲で変化させた。ペプチド 1分子には 2原子の銅が結合するので、溶液
中では式 2-5のような競合反応が起きる。この競合反応の平衡定数Kは次のようにして求
めた。BCA2-Cu(I)錯体の濃度[BCA2-Cu(I)]は、ε562 = 7900の値[65]を用いて溶液の吸光度か
ら求めた。BCAの総濃度は 400 µMであるため、Cu(I)に結合していないBCAの濃度[BCA]
は、400 µM – 2×[BCA2-Cu(I)]とした。peptide-Cu(I)2錯体の濃度[peptide-Cu(I)2]は、Cu(I)の
総濃度が 100 µMなので、BCAにもペプチドにも結合していないCu(I)の濃度は無視できる
と仮定し、(100 µM – [BCA2-Cu(I)])÷2とした。銅と結合していないペプチドの濃度[peptide]
は、ペプチドの総濃度から、[peptide-Cu(I)2]を減算することによって求めた。BCAとCu(I)
の平衡定数は複数報告があるが、ペプチドの結合定数の下限を見積もるため、より小さい
方の結合定数として 4.60×1014を採用した[70]。以上を用いて、ペプチドと Cu(I)の結合定
数 (K1 K2) を式 2-6から得ることができる。 
 
peptide + 2Cu(I) ⇄ peptide-Cu(I)2 
𝐾1𝐾2 =
[𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒−𝐶𝑢(𝐼)2]
[𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒][𝐶𝑢(𝐼)]2
  (2-3) 
 
2BCA + Cu(I) ⇄ BCA2-Cu(I) 
𝐾𝐵𝐶𝐴 =
[𝐵𝐶𝐴2−𝐶𝑢(𝐼)]
[𝐵𝐶𝐴]2[𝐶𝑢(𝐼)]
  (2-4) 
 
2BCA2-Cu(I) + peptide ⇄ peptide-Cu(I)2 + 4BCA 
𝐾 =
[𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒−𝐶𝑢(𝐼)2][𝐵𝐶𝐴]
4
[𝐵𝐶𝐴2−𝐶𝑢(𝐼)]2[𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒]
  (2-5) 
 
𝐾1𝐾2 = 𝐾 × 𝐾𝐵𝐶𝐴
2  (2-6) 
 
BCAとCu(I)の溶液にCtr4(113-136)、Ctr5(22-45)を添加した場合の滴定スペクトルの例を
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図 4-8に示す。Ctr4(113-136)の添加によってBCA2-Cu(I)錯体由来の 562 nmの吸光度が減少
しており、BCAとCtr4(113-136)との間の競合が起きていることがわかる。また、吸光度の
変化の度合いから、BCAからのCu(I)の引き抜きは、Ctr4(113-136)よりもCtr5(22-45)の方が
大きいことがわかる。 
 得られた結合定数 (K1 K2)
0.5は、Ctr4(113-136)においては (1.9±0.2)×1011 M-1、Ctr5(22-45)
においては (5.0±1.5)×1011 M-1 であった。また、Ctr4(113-136)と Ctr5(22-45)の Cu(I)結合定
数を比較すると、Ctr5 の方が結合定数は大きかった。この結合定数の差異には、His 残基
の配位が関与していると考えられる。 
 
 
 
  
図 4-8 50 mM MES buffer (pH 5.0)中で、400 µMのBCAと 100 µMの[Cu(CH3CN)4]PF6が存在す
る系に、(a) Ctr4(113-136)および(b) Ctr5(22-45)を添加し、Cys/Trpモチーフモデルペプチドによ
るCu(I)の引き抜きを、BCA2-Cu(I)錯体の吸収の変化によって測定した。3回測定を行い、その
代表的な結果を示す[2L]。 
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4. 3. 考察 
4. 3. 1. Ctr4と Ctr5の Cys/Trpモチーフにおける Cu(I)の結合構造 
 得られた結果をもとに、Ctr4とCtr5のCys/TrpモチーフにおけるCu(I)結合構造について
考察を行う。第 3章で述べたように、Cys/Trpモチーフのモデルペプチドに銅を添加したこ
とで現れる 550 nm付近の蛍光 (3. 2. 1.、4. 2. 1.、4. 2. 2.) は、Cys残基のチオレートアニオ
ンとCu(I)が錯体を形成した際に観測される蛍光であり、一つの錯体の中に複数の金属原子
が存在するような、クラスター様の錯体で多く報告されている。ペプチド鎖が持つCys残
基とCu(I)が形成するクラスターとしては、メタロチオネインが形成する錯体が良く知られ
ているが、この錯体も 550–600 nmに橙色の蛍光を発する。したがって、Cys/Trpモチーフ
とCu(I)の結合も、Cys残基を介して起きているものと考えられる。4. 2. 1.で述べたように、
Ctr4 の S-Cu(I)由来の蛍光は、Ctr5 の蛍光と比較して強度が大きかったことから、
Ctr4(113-136)は 2 残基の Cys と 2 原子の Cu(I)で多核 (2 核) の錯体を形成し、クラスター
様の構造を持っているのに対し、Ctr5(22-45)は 1 つの分子の中で単核の錯体を 2 つ形成し
ているために蛍光強度が弱いのではないかと考察した。 
 次に、Trp残基について、4. 2. 2.でTrpからS-Cu(I)結合へのFRETが観測されたことから、
Cys/Trp モチーフの Trp 残基は S-Cu(I)結合の近傍にいると述べた。励起スペクトルの形状
は、S-Cu(I)結合由来の励起バンドに違いがみられるものの、Trp由来の励起バンドと S-Cu(I)
由来の励起バンドの強度比に明確な差は見られなかった。また、4. 2. 1.においてCu(I)の滴
定によって得られたトリプトファン蛍光の強度変化も Ctr4(113-136)と Ctr5(22-45)の間で大
きな差異はなかった。したがって、この 2種類のペプチドの間で、Trp残基から S-Cu(I)結
合への FRET効率には大きな違いが無いと考えられることから、Trp残基と S-Cu(I)結合の
間の相対的な位置関係は、Ctr4(113-136)とCtr5(22-45)で差が無いと考察した。4. 2. 3.で測定
した紫外吸収スペクトルと 4. 2. 4.で測定した紫外共鳴ラマンスペクトルについても、Trp
残基に関する変化としては、カチオン-π相互作用に由来する Trp残基のBb吸収の長波長シ
フトのみが観測されており、他に顕著な変化は見られなかった。このことから、Ctr4とCtr5
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の両方の Cys/Trpモチーフにおいて、Cu(I)と Trp残基のインドール環はカチオン-π相互作
用をしていると考えられる。Cys/Trpモチーフ中に Trp残基は 2つ存在するが、両方の Trp
残基がカチオン-π相互作用をしていると考えられる。仮に片方のみの Trp残基が相互作用
しているのであれば、4. 2. 1.において、Cu(I)の滴定によって Trp残基の蛍光強度が減少し
ても、少なくとも 1残基分の蛍光は残存するはずである。しかし、実際にはCu(I)の結合に
より Trp残基の蛍光は半分以下まで低下するため、2つある Trp残基はどちらもCu(I)と相
互作用していると考察した。 
 さらに、Ctr5のCys/Trpモチーフに存在するHis残基のNτ原子とCu(I)との配位結合を、
4. 2. 3.、4. 2. 4.でラマンスペクトルを用いて示した。Ctr5が形成している単核の錯体 2つの
うち片方に、このHis残基が結合していると考えられる。His残基は、Cys/Trpモチーフの
下流側 (C末側) に存在しているため、下流側で形成している錯体とHis残基が相互作用し
ていると考えられる。 
   
 
以上より、Ctr4、Ctr5とCu(I)の配位構造は、それぞれ次の図 4-9 (a), (b) のように考察し
た。Ctr5が形成する単核の錯体において、もう片方にも配位子が結合していると考えられ
るが、本研究で行った測定では配位子を同定することはできなかった。His 残基は下流側
図 4-9 (a) Ctr4(113-136)と(b) Ctr5(22-45)において考えられるCu(I)配位構造。緑点線は配位結合
を、赤点線はカチオン-π相互作用を示す。(a) Ctr4はクラスター様の配位構造をとる。(b) Ctr5
は単核の錯体が 2つ存在している。また、(b) Ctr5のCu(I)のうち一方にはHisのNτ残基が配
位している。Xは同定できなかった配位子である[2L]。 
 
(a) (b) 
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の錯体と相互作用しているため、もうひとつの配位子は Cys/Trp モチーフの上流側に存在
するアミノ酸残基であると考えられる。3. 1.、4. 1.で述べた膜貫通領域から約 20残基上流
のMet残基が、もうひとつの配位子である可能性が高い。 
 
4. 3. 2. Cys/Trpモチーフと Cu(I)の結合定数と、Ctrの銅輸送機構との関連 
 Cys/Trpモチーフは、1011 M-1程度の高い結合定数を持っていることを示した。これまで
研究されてきた Mets motif の Cu(I)結合定数は 106 M-1であり[49,50]、Cys/Trp モチーフは
Mets motifよりも高い結合定数を持っていることになる。Cys/Trpモチーフがこのように高
い結合定数を持っていることは、次のように解釈される。 
 Mets motifは、Ctr4の長いN末端細胞外ドメインの、比較的上流側に位置する金属結合
モチーフである (図 4-10)。Ctr5にはMets motifは存在しないが、Ctr4には 5つのMets motif
が存在する。Cys/Trp モチーフと比較すると結合定数が低いものの、数多く存在する Mets 
motif は、細胞外の広い領域から Cu(I)を集める役割を果たしていると考えられる (図 4-10
中の矢印 (1))。Mets motifが集めたCu(I)は、より下流の、膜貫通領域に近い場所に位置す
る Cys/Trpモチーフに、結合定数の勾配によって引き寄せられると考えられる (図 4-10中
の矢印 (2))。 
 4. 2. 5.で示した結合定数を比較すると、Ctr4とCtr5のCys/Trpモチーフのうち、Ctr5の
方がCu(I)結合能が高い。これにはHis残基の配位が関与していると考えている。ヒトCtr1
でも、Met残基だけでなくHis残基がCu(I)に配位することで結合定数が上昇するという報
告[53]や、Mets motif近傍に存在するHis残基がMet残基とともにCu(I)に配位するという
報告[33]があり、Cu(I)と His 残基が強く相互作用することが知られている。His 残基は
Cys/Trpモチーフの下流側に存在することから、Cys/Trpモチーフが受け取ったCu(I)がさら
に膜貫通領域へと移動していく際に、His残基によるCu(I)の受け渡しが起きている可能性
が考えられる。 
 Ctr1 の C 末端側に存在する細胞内ドメインにおいて、ヒスチジン-システイン-ヒスチジ
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ンモチーフという金属モチーフが同定されている。このモチーフのCu(I)結合定数は、1019 
M
-1
[58]または 1014 M-1[59]であると報告されており、いずれの場合もCys/Trpモチーフより
さらに Cu(I)結合定数が大きい。Ctr4,Ctr5 複合体の細胞内ドメインにも、ヒスチジン-シス
テイン-ヒスチジンモチーフと同程度の Cu(I)親和性を持つ金属結合モチーフが存在すると
仮定すると、CtrのCu(I)輸送機構は、Cu(I)が結合定数の勾配に従って輸送されるものであ
ると考えられる。 
 
 
 
  
図 4-10 Mets motifとCys/Trpモチーフの結合定数の勾配を利用したCu(I)の輸送機構。(1) 比較
的結合定数は低いが、数多く存在するCtr4のMets motifが細胞外の幅広い領域からCu(I)を集
める。(2) Cys/TrpモチーフはMets motifよりも結合定数が大きい。Mets motifに結合したCu(I)
は結合定数の勾配によって Cys/Trp モチーフに移動する。Cys/Trp モチーフは膜貫通領域に存
在するチャネル細孔に近く、Cys/TrpモチーフがMets motifからチャネル細孔へCu(I)を受け渡
す役割を果たしている可能性がある。 
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5. Cys/Trpモチーフと脂質二重膜の相互作用 
5. 1. 序 
ペプチドと脂質二重膜との相互作用は、膜タンパク質の構造および機能に対して重要な
影響を与えることから、多くの研究が行われている[71]。ペプチドと脂質二重膜との相互
作用を明らかにすることは、タンパク質ミスフォールディング病および膜貫通タンパク質
のフォールディングのメカニズムのような生命現象の解明[72,73]や、細胞透過性ペプチド
を用いた薬物送達システム (DDS) の開発[74]において、重要な意義をもつ。ペプチド-脂
質膜間の相互作用は、しばしばペプチド主鎖の構造変化を伴う。例えば、抗菌性ペプチド
であるトリプチシンは水溶液中では 4つ以上の立体配座を有するが、ミセルの存在下では、
脂質との相互作用により1つのコンフォメーションのみがミセル内で安定に存在する[75]。
また、神経変性疾患関連タンパク質であるアミロイド βペプチドとプリオンタンパク質は
いずれも、脂質膜上では水溶液中のものとは異なる二次構造を持つことが報告されている
[76,77]。 
さらに、金属イオンとペプチド鎖の間での複合体形成は、ペプチド鎖と脂質との相互作
用に影響を与えうることが示されている[78-82]。例えばアミロイド βペプチドは、負に帯
電した脂質膜が存在すると、Cu(II)や Zn(II)の結合によって、βシートから αヘリックスへ
と主鎖構造が変化し、オリゴマー化して脂質膜中へ移行するという報告がある[79]。Aβへ
の金属の結合は酸化活性を示すことがあり、このような金属の結合に伴う細胞膜との相互
作用の変化が、アルツハイマー病における神経細胞の損傷と何らかの関連を持っているの
ではないかと推測されている。また、プリオンタンパク質の配列中に存在する金属結合モ
チーフでは、Cu(II)の結合に伴って二次構造が変化し、脂質二重膜との親和性が低下するこ
とが報告されている[80]。このように、ペプチド鎖と金属の結合に伴う脂質二重膜との相
互作用の変化は、神経変性疾患関連タンパク質においてよく研究されている。 
一方、Ctr タンパク質に関しても、金属の結合に伴う脂質分子との相互作用の変化が報
告されている。ヒトCtr1の細胞外N末端領域に存在するMets motifに関して、モデルペプ
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チドと SDS ミセルを用いた研究において、Ag(I)の結合によってペプチドの C 末端側が α
ヘリックス構造へと転移し、SDSミセル中へ移行するという報告がある[81]。Ctrタンパク
質は生体における銀イオンの集積にも関与しており、文献 81ではこの銀の集積との関連に
ついて考察が行われているが、銅イオンとの相互作用でも同様の現象が起きている可能性
がある。 
第 3章、第 4章では、真核生物に発現する銅輸送チャネルである Ctrタンパク質の細胞
外N末端ドメインにおいて新規の銅結合モチーフ (Cys/Trpモチーフ) を発見し、このモチ
ーフについて、モデルペプチドを用いた緩衝溶液中での蛍光、CD、およびラマンなどの分
光測定によって、銅イオンとの相互作用や結合定数を明らかにした。前述のヒトCtr1タン
パク質におけるMets motif と同様に、Cys/Trp モチーフは細胞外領域に存在する。Cys/Trp
モチーフは膜貫通領域から 10～20残基付近に存在しており、細胞膜と何らかの相互作用を
していると考えられる。したがって、Cys/Trp モチーフと Cu(I)の結合によって、ペプチド
鎖と脂質二重膜との間の相互作用に何らかの変化を与える可能性や、脂質二重膜の存在に
よってCys/TrpモチーフとCu(I)の結合様式が変化する可能性がある。第 5章では、生体膜
のモデルとしてホスファチジルコリンリポソームを使用し、Cu(I)の結合に伴う Cys/Trp モ
チーフと脂質二重膜との相互作用の変化を検討した。 
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5. 2. 結果 
5. 2. 1. 脂質二重膜存在下におけるトリプトファン残基の蛍光 
本研究では分裂酵母 (schizosaccharomyces pombe) Ctr4のCys/Trpモチーフのモデルペプ
チドを用いて検討を行っている。ホスファチジルコリンとしては、 POPC 
(1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) を使用した。POPC は相転移温度が－3℃
であり、常温で液晶相を取るため、生体膜のモデルとして適していると判断した。 
Ctr4(113-136): Ac-KKDSSCKLSMYWNWYTIDACFKKK-COOH 
脂質二重膜との相互作用がCys/Trpモチーフの特性に及ぼす影響を、Cys/Trpモチーフモ
デルペプチドの溶液を POPC リポソームと混合することによって調べた。4. 2. 1.より、
Cys/Trp モチーフのトリプトファン蛍光強度は Cu(I)の結合によって著しく低下する。これ
を利用し、ペプチド中の Trp 残基の蛍光を用いて、リポソーム膜が存在する条件でも
Cys/TrpモチーフのモデルペプチドにCu(I)が結合するかどうか確認を行った。図5-1 (a) は、
POPC リポソームの存在下における、2 当量の Cu(I)添加前後の Cys/Trp モチーフの蛍光ス
ペクトルおよび励起スペクトルである。Cu(I)の添加によって、4. 2. 1.で得られたような、
350 nm付近のトリプトファン蛍光の減少と 550nm付近の S-Cu(I)蛍光の出現を確認した。
4. 2. 2.と同様、トリプトファン蛍光の減少が FRETによって引き起こされることも、励起
スペクトルによって確認した。550 nmにおける蛍光励起スペクトル (図 5-1 (a)、挿入図) に
は、330 nmおよび 280 nmにそれぞれ S-Cu(I)結合および Trp残基に帰属される 2つの励起
バンドを有していた。これは、リポソームの非存在下 (4. 2. 2.) で得られた結果と同様であ
った。これらの結果は、リポソームの存在下ではCys/TrpモチーフのCu(I)配位構造は変化
せず、Cu(I)はCys/Trpモチーフと相互作用することを示唆している。 
しかし、トリプトファン蛍光の絶対強度は、リポソームの存在下でより大きくなり、ま
た短波長シフトしている (図 5-1 (b))。このことから、Cys/Trp モチーフはリポソーム表面
などに吸着しており、やや疎水性が高い環境に存在していると考えられる。 
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5. 2. 2. Red edge excitation shiftによる Cys/Trpモチーフ周辺環境の評価 
POPC リポソームの存在下において、Cys/Trp モチーフの Trp蛍光の Red edge excitation 
shift (REES) を測定した。REESとは、ある蛍光団の蛍光ピーク波長の、短波長側での励起
と長波長側での励起における差を測定することで、蛍光団周囲の溶媒の粘性を定性的に評
価する方法、またその時の蛍光ピーク波長の差の値のことである (図 5-2) [83,84]。 
REESの原理について概説する (図 5-2)。一般に、凝縮系において蛍光団が発する蛍光は、
フランク-コンドン励起状態から、溶媒の再配向による緩和を受けた後に生じる。これは、
溶媒の再配向が発光の過程よりも速く起きるためである。したがって、通常は、凝縮系に
おいて蛍光スペクトルは励起波長に依存しない。溶媒による緩和を受けた後の励起状態か
らの発光のみが観測されるため、どの波長で励起しても蛍光ピーク波長は変わらない。 
しかし、溶媒の粘性が高いと、溶媒分子の再配向が蛍光団の蛍光寿命よりも遅くなり、
溶媒による緩和が十分に進行する前に蛍光が発生する。この場合、蛍光のピーク波長は励
起波長によって変化する。すなわち、蛍光団周囲の溶媒の粘性が高い場合に限り、吸収帯
の長波長側の裾での励起はより長波長の蛍光を生じ、短波長側での励起は、より短波長の
図 5-1 (a) 1 mM POPCリポソームの存在下において、10 µMのCtr4(113-136)に 20 µMの
[Cu(CH3CN)4]PF6を添加する前後のトリプトファン蛍光スペクトルと、S-Cu(I)蛍光の励起
スペクトル(inset)。蛍光スペクトルの励起波長は 295 nm、蛍光励起スペクトルの蛍光波
長は 550 nm。(b) 10 µM Ctr4(113-136)のトリプトファン蛍光スペクトルの、POPCリポソ
ーム(脂質濃度 1 mM)の有無による変化。励起波長は 295 nm。 
Reprinted with permission from [3L]. Copyright 2018 American Chemical Society. 
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蛍光をもたらす。これを利用し、短波長側での励起と長波長側での励起で蛍光ピーク波長
の差を測定することで、蛍光団周囲の粘性を定性的に見積もることができる。 
 
 
Cys/Trp モチーフモデルペプチドと脂質二重膜との相互作用について検討を行うため、
Ctr4(113-136)のトリプトファン蛍光について、295および 305 nm励起での蛍光ピーク波長
を測定し、REESによる評価を行った。短波長側の励起波長として295 nmを選択したのは、
チロシン由来の蛍光を避けるためである。 
リポソームの非存在下における Cu(I)添加前後の REES を測定した結果を、図 5-3の (a) 
および (b) にそれぞれ示す。Cu(I)添加の有無に関わらず、295 nmと 305 nmにおける蛍光
ピーク波長の差、すなわち REES は 2–3 nm であった。POPC リポソームの存在下、Cu(I)
の添加が無い条件でREESを測定した結果を図5-3 (c) に示す。REESの値は3.3nmであり、
これはリポソームの非存在下で観察された値と大きな違いはなく、ペプチドとリポソーム
図 5-2 REES (Red edge excitation shift)の原理の概略(二状態モデル)。通常用いる短波長側の
波長での励起を青字・青線で、長波長側の裾での励起(Red edge excitation)を赤字・赤線で
示した。溶媒の粘性が低く、溶媒分子の回転による緩和にかかる時間 τsが蛍光寿命 τfよ
り短い場合、励起波長によらず蛍光のピーク波長は変化しない。溶媒の粘性が高く、τs
が τfより長い場合、溶媒緩和前の励起状態からの蛍光も観測されるため、短波長励起と
長波長励起で蛍光ピーク波長に差が生じる。 
Reprinted with permission from [3L]. Copyright 2018 American Chemical Society. 
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との間の相互作用がそれほど大きくないことを示唆している。一方、リポソームの存在下
において、Cu(I)を添加した場合、REESの値は 5.7 nmまで増加した (図 5-3 (d))。これらの
結果は、Cu(I)付加によって、Cys/Trp モチーフを取り巻く環境の粘度が高くなったことを
意味している。 
 
 
脂質二重膜はバルクの緩衝溶液中と比較して水分子の回転が遅く、粘性が高い環境であ
ると考えることができる。実際に、膜中に存在する蛍光団は大きなREES値を示すことが
わかっている[83-86]。Cys/Trp モチーフのモデルペプチドは、Cu(I)を結合することで脂質
二重膜の親和性が増大し、脂質二重膜中に移行したと考えられる。 
 
 
図 5-3 10 µM Ctr4(113-136)に関してREESを測定した結果。295 nm励起の蛍光スペクト
ルを黒で、305 nm励起の蛍光スペクトルを青で示している。(a) リポソーム添加なし、
Cu(I)添加なし。(b) リポソーム添加なし、20 µM Cu(I)添加。(c) 1 mM POPCリポソーム
添加、Cu(I)添加なし。(d) 1 mM POPCリポソーム添加、20 µM Cu(I)添加。 
Reprinted with permission from [3L]. Copyright 2018 American Chemical Society. 
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5. 2. 3. Stern-Volmer消光実験 
REES の測定から、Cu(I)結合時に Cys/Trp モチーフが脂質二重膜中に移行することが示
唆された。別の手法でペプチドの膜への移行を確認するために、Trp 蛍光の Stern-Volmer
消光実験を行った。 
Stern-Volmer 消光実験は、アクリルアミドなどの消光剤による蛍光の動的消光の度合い
から、蛍光団への溶媒への露出を見積もる方法である。ここで動的消光とは、励起状態に
ある蛍光分子と消光分子が拡散などによって出会うことで、蛍光が消光される現象である。
カプセル化された材料がどの程度溶媒に露出しているかを評価する場合などに使用されて
いる[87]。 
消光剤が存在しない場合の蛍光強度を F0、消光剤が濃度Q [M]で存在する場合の蛍光強
度をFとし、F0/FをQに対してプロットしたものがStern-Volmerプロットである (式5-1)。
Stern-Volmerプロットの傾きをKSVとすると、KSVは、消光剤が存在しない場合の蛍光寿命
τ0と動的消光の速度定数 kqを用いて、式 5-2のようにあらわすことができる。 
𝐹0
𝐹
= 1 + 𝐾SV[𝑄]  (5-1) 
𝐾SV = 𝑘q𝜏0  (5-2) 
蛍光団の溶媒への露出度合いが少なく、消光剤分子と蛍光団が衝突しにくい場合、kq値
はより小さくなる。したがって、kqの値から脂質二重層中に Cys/Trp モチーフが移行した
かどうかを評価できる。また KSV値は蛍光分子の蛍光寿命にも依存する。蛍光寿命が短い
場合には、消光分子に出会う前に励起状態から基底状態に遷移するために、動的消光の寄
与が小さくなる。 
図 5-4 (a) および 5-4 (b) に、リポソームの非存在下および存在下でのCys/Trpモチーフ
の Trp 蛍光についての Stern-Volmer プロットを示す。消光剤としてはアクリルアミドを用
いている。リポソームが無い条件では、KSVはCu(I)の添加によって半分近くまで減少した。
一方、リポソームが存在する条件では、KSVは Cu(I)の添加によって 1/5 まで減少した。し
かし、上述のように、KSVは kqのみならず蛍光寿命にも依存するため、Trp の蛍光寿命を
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測定し、各条件について kqを推定した。 
 
   
 
 
5. 2. 4. 蛍光寿命測定 
Trp蛍光の減衰曲線は、時間相関単一光子計数 (TCSPC) 法を用いて測定し、二成分の指
数関数によってフィッティングを行った。フィッティングの結果得られた各成分の係数A
と蛍光寿命 τから平均の蛍光寿命 τaveを計算し、τaveおよび KSVから Trpの kqを推定した。
測定は各サンプルについて 3回実施した。表 5-1は 3つの測定結果の平均と標準偏差をま
とめたものである。 
リポソームの非存在下では、Trp 残基の τaveは Cu(I)の添加により減少した。これは Trp
から S-Cu(I)結合への FRETが起きているためである。得られた τaveと 5. 2. 3.で得たKSVか
ら、式 5-2を用いて kq値を算出すると、リポソームを含まない系ではCu(I)の添加によって
図 5-4 10 µMのCtr4(113-136)のトリプトファン蛍光に関して、20 µMのCu(I)の有無によ
る Stern-Volmerプロットの変化を比較した結果。(a)リポソーム添加なしの場合。(b) 1 mM
の POPCリポソームが存在する場合。縦軸の切片を 1に固定して最小二乗法で近似直線
を作成し、その傾きをKSVとした。 
Reprinted with permission from [3L]. Copyright 2018 American Chemical Society. 
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kqはほとんど変化せず、Cu(I)の結合が Trp残基の露出度合いに与える影響は無視できる程
度であった。 
リポソームの存在下でも、Cu(I)添加によって τaveが減少したが、これはリポソーム非存
在下における減少と同程度のものであった。同様に kqを算出すると、リポソームの存在下
での kqはCu(I)の添加により、2.20 M
-1
 ns
-1から 0.71 M-1 ns-1へと顕著に減少した。この結果
は、Trp 残基の溶媒への露出度合いが Cu(I)の結合によって減少することを示唆している。
Cys/Trpモチーフの膜中への埋没は、REESの測定のみならず Stern-Volmer消光実験によっ
ても示された。 
Cys/Trpモチーフの Trp残基の τaveは、リポソームが無い系よりもある系の方が長いこと
が分かった。蛍光強度は蛍光寿命に比例するため、リポソームによる蛍光寿命の増加は、
5. 2. 1.で述べた、リポソームの存在下での Trp蛍光強度の増加と一致する (図 5-1 (b))。 
脂質二重膜と相互作用するインドール基の蛍光寿命または強度に関しては様々な報告
がある。インドール環の蛍光寿命は、脂質膜との相互作用によって短くなるという報告と、
Sample 
τ1 /ns 
(A1) 
τ2 /ns 
(A2) 
τave /ns Ksv /M
-1
 kq /M
-1
 ns
-1
 
Ctr4(113-136) 1.18±0.08 
(0.72±0.05) 
3.00±0.19 
(0.29±0.05) 
2.07 
±0.03 
9.90 
±0.73 
4.78 
±0.36 
Ctr4(113-136)  
+ Cu(I) 
0.67±0.03 
(0.87±0.02) 
2.23±0.10 
(0.13±0.02) 
1.18 
±0.02 
5.94 
±0.76 
5.02 
±0.65 
Ctr4(113-136) 
+ liposome 
1.10±0.05 
(0.64±0.01) 
3.79±0.05 
(0.36±0.01) 
2.86 
±0.02 
6.30 
±0.42 
2.20 
±0.15 
Ctr4(113-136) 
+ liposome + Cu(I) 
0.74±0.02 
(0.83±0.00) 
3.05±0.08 
(0.17±0.00) 
1.79 
±0.05 
1.27 
±0.72 
0.707 
±0.40 
表 5-1 20 µM Cu(I)の有無および 1 mM POPCリポソームの有無による 10 µM Ctr4(113-136)の
トリプトファン蛍光の蛍光寿命と動的消光速度定数 kqの変化。 
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長くなるという報告が両方存在し[88,89]、そのメカニズムは不明であるが、Cys/Trpモチー
フに関しては蛍光寿命の増加は脂質二重膜との相互作用を示すマーカーのひとつであると
考えられる。Cu(I)の有無にかかわらず、リポソームの存在によって Cys/Trp モチーフの蛍
光寿命が長くなったことから、Cu(I)が無くても、Cys/Trp モチーフはリポソーム表面とあ
る程度相互作用をしていると考えられる。REES 測定や、kq値の比較から、Cu(I)が存在し
ない条件では Cys/Trp モチーフはリポソームのごく表面に存在するが、Cu(I)と相互作用す
ることによって脂質二重膜のより深い部分へ埋没すると考えられる。 
 
 
5. 2. 5. Cu(I)との相互作用による二次構造変化 
5. 2. 2.、5. 2. 3.、5. 2. 4.では、REES測定および Stern-Volmer消光実験によって、Cys/Trp
図 5-5 20 µM Cu(I)の有無および 1 mM POPCリポソームの有無による 10 µMCtr4(113-136)のトリ
プトファン蛍光の蛍光減衰曲線。3回測定を行い、その代表的な結果を示す。黒が得られた蛍光
減衰曲線、灰色は励起に用いたレーザーのパルス、青が 2成分の指数関数によるフィッティング
で得られた曲線、赤は黒の蛍光減衰曲線から青のフィッティング結果を引いた残差である。(a) リ
ポソーム添加なし、Cu(I)添加なし。(b) リポソーム添加なし、20 µM Cu(I)添加。(c) 1 mM POPC
リポソーム添加、Cu(I)添加なし。(d) 1 mM POPCリポソーム添加、20 µM Cu(I)添加。 
Reprinted with permission from [3L]. Copyright 2018 American Chemical Society. 
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モチーフがCu(I)と結合した後、脂質二重膜中に埋没することを示した。一方、4. 2. 4.にお
いて、Cys/Trpモチーフは Cu(I)の結合に伴って βシート構造を形成することから、二次構
造の変化が Cys/Trp モチーフが膜へ移行するトリガーであるという仮説を立てた。この仮
説を検証するため、リポソームの存在下において、ラマンスペクトルと CDスペクトルを
測定し、ペプチドの主鎖構造変化を検出した。 
 
 
4 mMの POPCリポソーム存在下で、1 mMのCtr4(113-136)のラマンスペクトルを測定し
た結果を図 5-6に示す。1665 cm-1に主鎖アミドに由来するアミド Iバンドが観測された。
このアミド Iバンドの波数は、ランダムコイル構造または β シート構造に帰属される。ラ
マンスペクトルにおいて、Cu(I)の添加前後で波数に変化は見られない。しかし、バンド幅
に着目すると、Cu(I)の添加によってアミド Iのバンド幅が狭くなっていることがわかる。
Cu(I)の添加によってペプチド結合が取りうる二面角が制限された、つまりランダムコイル
図 5-6 4 mM POPCリポソーム存在下において、1 mM Ctr4(113-136)のラマンスペクトルを測
定した結果。黒が銅添加なし、青が 2 mMのCu(I)を添加した場合のスペクトル。＊で示し
た箇所は、溶媒中に含まれるCH3CNのバンドの影響が表れている部分である。 
Reprinted with permission from [3L]. Copyright 2018 American Chemical Society. 
71 
 
構造を取っていたペプチド主鎖について、一定の二次構造を取った割合がCu(I)の添加によ
って大きく増加したことが分かる。 
 
 
1 mMの POPCリポソーム存在下で、10 µMのCtr4(113-136)のCDスペクトルを測定し
た結果を図 5-7 (a)に示す。CDスペクトルはCu(I)の添加によって負のピークが長波長シフ
トし、200 nmよりも短波長側が大きく正の方向へ向かう挙動が観測された。Cu(I)の添加前
はランダムコイル構造であった主鎖構造が、Cu(I)の添加後は βシート構造に近い構造に変
図 5-7 Ctr4(113-136)の主鎖構造変化と膜への移行の関連について行った一連の検討。すべて
の測定は 50 mM MES buffer (pH 5.0)中で行われた。(a) 1 mM POPCリポソーム存在下におい
て、10 µM Ctr4(113-136)のCDスペクトルを測定した結果。黒が銅添加なし、青が 20 µMの
Cu(I)を添加した場合のスペクトル。(b) 10 µM Ctr4(113-136)のCDスペクトルを測定した結
果。黒が銅添加なし、青が 20 µM の Cu(I)を添加した場合のスペクトル。(c) 10 µM 
Ctr4(113-136)のCDスペクトルを10℃(黒)の条件と60℃(青)の条件で測定した結果。(d) 1 mM 
POPCと 10 µM Ctr4(113-136)を混合したサンプルを、60℃で 30分加熱したのち、常温(25℃)
でREESを測定した結果。 
Reprinted with permission from [3L]. Copyright 2018 American Chemical Society. 
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化したと考えられる。これはラマンスペクトル測定の結果とも一致する。同じ濃度条件で、
リポソームが無い系でCDスペクトルを測定した結果が図 5-7 (b)である。同様に、Cu(I)の
添加によって負のピークは長波長シフトし、短波長側が正の方向へ向かっているが、Cu(I)
添加後の CDスペクトルも比較的ランダムコイル構造に近い形状をしており、主鎖構造変
化の程度は系中にリポソームがある場合よりも小さかった。リポソームが存在し、Cys/Trp
モチーフが Cu(I)の結合に伴って膜中へ埋没すると、バルクの溶液中よりもより強固な β
シート構造が形成されることがわかった。膜中では、β シート構造を取った状態がより安
定であると考えられ、ランダムコイルから βシートへの構造変化は、Cys/Trpモチーフと脂
質二重膜との親和性を高めると考えられる。 
Cu(I)の結合が無い場合でも主鎖構造変化が生じるのか検証するために、Ctr4(113-136)を
加熱してCDスペクトルを測定した結果が図 5-7 (c)である。60度の条件で測定したCDス
ペクトルでは、195 nmにおける負のCD強度の減少、220 nmにおける負のCD強度の増加
が観測されたため、加熱によってもCtr4(113-136)が二次構造変化を生じることが分かった。
加熱による構造変化のみで Cys/Trp モチーフが脂質二重膜中に埋没するかどうかを検証す
るために、リポソームとペプチドを混合し、60℃で 30 分加熱した後、常温に戻して Trp
蛍光のREESの測定を行った (図 5-7 (d))。加熱後のサンプルが顕著なREESを示したこと
から、主鎖構造変化そのものによってCys/Trpモチーフが膜中に埋もれることが示された。 
 
 
5. 3. 考察 
第 5章では、Cu(I)輸送タンパク質 Ctrに保存されている Cys/Trpモチーフが、Cu(I)結合
によって脂質二重膜中に移行することを示した。これは、ペプチドの脂質二重膜との親和
性が、Cu(I)の結合によって大きくなることを意味する。 
膜のごく表面へのペプチドの吸着は、Cu(I)添加に関係なく起こると考えられる。図5-1 (b) 
の蛍光スペクトルに示すように、Trp残基の蛍光ピーク波長はCu(I)の添加が無くても、リ
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ポソームの存在によって短波長シフトした。この結果は、Cu(I)の有無にかかわらず、Cys/Trp
モチーフがリポソーム表面に吸着し、Trp 残基周辺の環境がより疎水性になることを示し
ている。消光反応の速度定数 kq (表 5-1)がリポソームの存在下でより小さくなったことも、
リポソームへの吸着によって、Trp残基の露出度合いが減少したためと考えられる。 
Cys/Trpモチーフは、Cu(I)の結合によって二次構造が変化し (5. 2. 5.)、さらに脂質二重膜
との親和性が高くなる (5. 2. 2.、5. 2. 3.、5. 2. 4.)。Trp蛍光のREES値の増大によって、Cu(I)
を結合した Cys/Trp モチーフは脂質二重膜中へ移行することが示された (図 5-3)。
Stern-Volmer 消光実験における kqの減少のメカニズムは、様々な要因が考えられる[90,91]
が、REES値の増大を考慮すると、Cu(I)の添加に伴う kqの有意な減少も、ペプチドの膜中
への移行によるものであると考えられる。 
ペプチドが膜中へ移行するドライビングフォースは、ペプチド主鎖が一定の二次構造を
形成することに伴う疎水性の増加であると考えられる。β シート構造の形成のためにはア
ミド基間の水素結合が必須であるが、この水素結合形成は、ペプチド主鎖全体の疎水性を
増大させ、疎水性が高い脂質二重膜に対する親和性の増加をもたらす[73]。このような、
二次構造形成に伴う疎水性の増加は、膜タンパク質において、膜貫通領域が αヘリックス
構造を形成し、膜中へ移行する際のドライビングフォースとして知られている[73]。 
また、リポソーム存在下において、Cu(I)を結合した Cys/Trp モチーフの CDスペクトル
は、リポソームが無い場合と比較してより大きな構造変化を示した。この結果は、β シー
ト構造を形成した Cys/Trp モチーフが脂質二重膜を好むだけではなく、脂質二重膜が β シ
ート構造を安定化することを意味しており、ペプチドの二次構造形成と膜との親和性の増
大は協奏的に発生していると考えられる。図 5-7 (c) において緩衝溶液中における
Ctr4(113-136)の熱変性は可逆的なものであり、加熱後の溶液を常温に戻すと CD スペクト
ルは元の形状に戻った。一方、図 5-7 (d) において、リポソームが存在する条件でのREES
測定では、加熱の後常温に戻したサンプルでも顕著な REESが観測された。加熱後のサン
プルは散乱の影響が大きく、CDスペクトルの測定はできなかったが、緩衝溶液中 (図 5-7 
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(c)) とリポソーム存在下 (図 5-7 (d)) におけるこのような挙動の違いは、脂質二重膜の存
在によってペプチド鎖の構造変化が不可逆になったことを示唆している。 
Cu(I)を結合した Cys/Trp モチーフの膜中への移行は、あくまでもモデルペプチドによっ
て得られた結果だが、Ctr タンパク質中でこの配列が同じような性質を有すると仮定した
場合、この現象が銅輸送機構へもたらす意義は 2通り考えられる。考えられる機構の 1つ
は、膜貫通ドメインの近傍にモチーフが存在するため、Cu(I)の結合に応答して膜中へ移行
したCys/Trpモチーフが、Cu(I)イオンを膜貫通領域のCu(I)結合ドメインに直接受け渡す可
能性である。すなわち、Ctrタンパク質によるCu(I)の輸送はCu(I)の結合に伴う大きな構造
変化を伴い、Cys/Trpモチーフの膜への移行はその一部分であるという考え方である。 
一方、Cu(I)を結合したCys/Trpモチーフの膜中への移行は、Cu(I)イオンの過剰な輸送を
防止するための機構であるとも考えられる。銅は一価と二価の 2つの酸化状態をとり、生
理的条件において容易に酸化還元を受ける。したがって、過剰な銅イオンの存在は、細胞
成分に深刻な損傷を引き起こす。このため、種々の銅輸送体および転写因子によって、細
胞中の銅濃度が厳密に調節されているが、Cys/Trp モチーフの膜中への移行も、Cu(I)濃度
の調節に寄与しているという考え方である。Stern-Volmer 消光実験からの類推として、細
胞外環境中に存在するCu(I)イオンは、脂質膜に埋没したCys/Trpモチーフには近づくこと
が困難であると考えられる。よって、Cys/Trp モチーフにすでに Cu(I)が結合しており、そ
れが下流に流れていかないような場合、つまり Cu(I)が過剰に存在する場合に、Cu(I)の過
剰な輸送を防ぐためにCys/Trpモチーフが埋没していると考えられる。 
本章において得られた結果は、短いモデルペプチドで得られたものであるため、この議
論は、細胞内で発現された全長のタンパク質に単純に適用することはできない。しかしな
がら、S. cerevisiaeにおいて発現しているCtr3において、Cys/Trpモチーフの上流側のCys
残基を欠損させると Ctrタンパク質の活性が失われるという報告[92]から、Cys/Trpモチー
フは Ctr タンパク質の銅輸送において少なからず関与している。上記の議論は本研究で得
られた結果から考えられるメカニズムの一部である。 
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6. Cys/Trpモチーフを用いた新規機能性分子の設計 
6. 1. 序 
 イオンチャネルとは、細胞膜内外に存在するNa+, K+, Ca2+等のイオンの透過性を制御す
る分子であり、それは一般に細胞膜上に発現し、細胞の内外を貫く細孔を形成するタンパ
ク質分子である[93,94]。イオンチャネルは、ただ細胞膜に孔を開けているだけではなく、
刺激に応答してゲーティングするものが存在する。神経細胞に発現している電位応答性の
Na
+、K+チャネルや、イオンチャネル内蔵型受容体などがその例である。 
 生体分子の構造や機能を模倣する、バイオミメティクスの分野において、イオンチャネ
ルは良い研究対象となっている[95-99]。短いペプチド鎖を用いたもの[95]や、クラウンエ
ーテルを用いたもの[96]、新規に設計した構造を用いたもの[97,98]等、様々な種類の分子
を用いて様々な大きさの人工イオンチャネルが合成されている。人工イオンチャネルに関
する研究は、模倣分子を合成するだけではなく、実際に生細胞の細胞膜中に合成した分子
を埋め込み、細胞の機能を制御する研究に応用されている[99]。また、膜の透過性を制御
できるという分子の特徴から、リポソームなどの人工膜と組み合わせてドラッグデリバリ
ーシステムへの応用も期待される[99]。 
 報告されている人工イオンチャネル分子の一種として、D,L-環状ペプチドが挙げられる
[100-105]。これは、6-12残基の偶数個のアミノ酸からなる head-to-tail環状ペプチドである
が、この環状ペプチドを構成するアミノ酸はD体と L体が交互に並んだ配列を持つ
[100,101]。D体のアミノ酸と L体のアミノ酸が交互に配列していることによって、環状ペ
プチドが平面構造を取り、アミド基のC=OとN-Hがその平面に対して垂直方向に配向す
る[102,103]。この分子は、安定性の高い平面構造と、垂直方向に配向したアミド結合をも
つため、分子間で水素結合を形成して自己集合し、ナノチューブを形成する性質を有する
[100-104]。形成されたナノチューブが脂質二重膜を貫くと、このナノチューブがイオンチ
ャネル活性を有することが分かっている[100,104]。 
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 ナノチューブやイオンチャネル等の機能性分子を設計する上で、D,L-環状ペプチドには
いくつかの利点がある。第一に、D,L-環状ペプチドは簡単に孔のサイズを変えられるとい
う点である。そのアミノ酸残基数を変えるだけで 6, 8, 10, 12残基の 4通りの大きさの環を
同じ合成法で合成できる。第二に、ナノチューブ表面の電荷や疎水性を、構成するアミノ
酸の種類を選ぶことで任意に変更できる。また、ナノチューブ表面に任意の官能基を持た
せることができるため、任意の分子でナノチューブを修飾することも可能である。第三に、
比較的分子量が小さい構成単位が自己集合してナノチューブを形成するため、分子の合成
が簡便であるという利点が挙げられる[105]。 
 このD,L-環状ペプチドを利用して、熱刺激に応答してゲーティングするイオンチャネル
を合成したという報告がある[106]。D,L-環状ペプチドを構成する側鎖として Lys残基を導
入し、Lysの εアミノ基を介してポリマーを修飾した分子が、熱刺激に応答してチャネル
活性を示すというものである。このチャネルが熱刺激に対する応答性を示すのは、修飾し
たポリマー分子が、熱変性によって疎水性が増すという性質を持つためである。このよう
に、修飾する分子を選ぶことで、任意の刺激応答性を持つイオンチャネルを合成できる可
能性が示された。 
 本論文の第 3章、第 4章、第 5章を通じて、Cys/Trpモチーフは銅の還元能、結合能を有
すること、さらにCu(I)を結合したCys/Trpモチーフは主鎖構造変化によってペプチド鎖全
体の疎水性が上昇し、脂質二重膜中へ移行することを示した。このCys/TrpモチーフをD,L-
環状ペプチドに修飾することで、銅イオン濃度に応答して膜中へ埋没し、機能を発現する
人工チャネル分子が合成できるのではないかと考えた。本章では、実際に分子を合成した
手順と、チャネル活性を評価する方法を示す。 
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6. 2. Cys/Trpモチーフ修飾型環状ペプチドの合成 
6. 2. 1. 鎖状ペプチドの合成 
 6残基の環状ペプチドを合成するため、鎖状のペプチドを 2. 1. 1.と同様の手順で合成し
た。合成した配列は、NH2-Ala(D)-Lys(L)-Ala(D)-Lys(L)-Ala(D)-Lys(L)-COOHである。ただ
し、Lysの εアミノ基を保護したままの脱保護を可能にするため、合成する樹脂には 2-ク
ロロトリチルレジンを用いた。 
まず、2-クロロトリチルレジンに(L)-Lysの導入を行った。2-クロロトリチルレジンを、
0.25 mmolの反応点を有するように秤量し、DCMに 10分以上浸漬して膨潤させた。次に、
反応点の 1.5倍のモル数の Fmoc-(L)-Lys-OHをDCMとDMFの混合溶媒で溶解し、レジン
と混合した。塩基としてレジンの反応点の 5倍のモル数のDIEAを滴下した後、室温で 120
分攪拌し、反応させた。その後、DCM/MeOH/DIEA=17/2/1の溶液で 3回樹脂を洗浄し、未
反応点の不活性化を行った。Fmoc-L-Lysの導入後の樹脂は、DCMで 3回、DMFで 3回、
もう一度DCMで 3回洗浄した後、実験 2. 1. 1.と同様の手順でペプチド鎖の伸長反応を行
った。ただし、N末端のアミノ基のキャッピングは行わなかった。 
伸長反応の終了後、ペプチドは真空ラインで一晩乾燥させた後、－30℃の冷凍庫で保存
した。 
 
6. 2. 2. 希酸によるペプチドの脱樹脂 
 ペプチドの脱樹脂を行う前に、まず伸長反応を終えたペプチド付きの樹脂を、DCMで
膨潤させた。あらかじめ、10本の試験管に、10% ピリジン/MeOHを 2 mlずつ分注した。
DCMで膨潤した樹脂に、2 mlの 1% TFA/DCMを加え、ボルテックスで 2分間攪拌後、10% 
ピリジン/MeOHが入った試験管に濾液を回収した。この操作を 10回行い、10本の試験管
に回収した濾液を 100 mlナスフラスコに移した。反応後の樹脂を、DCMで 3回、MeOH
で 3回、DCMで 3回、MeOHで 3回洗浄し、洗浄後の濾液も同じナスフラスコに回収し
た。樹脂からの保護ペプチドの溶出は TLCによって確認できるため、溶出の終了を確認し
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てから反応を終えるのが望ましい。回収した保護ペプチド溶液をエバポレーターで濃縮し
た後、40 mlの氷冷したイオン交換水を加えて沈殿を得た。沈殿は冷水で洗浄した後回収
し、凍結乾燥機で乾燥して保存した。 
 
6. 2. 3. Head-to-tail環状ペプチドの合成 
 6. 2. 2. で得た保護ペプチドを、低濃度条件でアミド縮合反応させると、主鎖環化ペプチ
ドが得られる。ペプチドの終濃度が 5 mM以下になるようにDMFに溶解させ、ペプチド
の 5当量のNaHCO3と 3当量のジフェニルリン酸アジドを加え、室温、遮光条件下で 24
時間攪拌することで縮合反応を行った。反応後、固体のNaHCO3を濾別し、真空ラインで
DMFを留去した。残渣に氷冷したイオン交換水を加えて沈殿を得、冷水とエーテルで沈殿
を洗浄した後、真空ラインで乾燥した。 
 得られた環状ペプチドには Lysの εアミノ基にBoc基が結合しているため、このBoc基
の脱保護を行った。脱保護に用いる脱離反応液の組成を、イオン交換水 0.25 ml、トリフ
ルオロ酢酸 5 mlとし、2. 1. 2.と同様のプロトコルでBocの脱保護を行った。合成したD,L-
環状ペプチドを (KA)3とする。 
 
6. 2. 4. (KA)3に修飾する Cys/Trpモチーフの合成 
 合成した Cys/Trpモチーフモデルペプチドは、発芽酵母 Ctr3の Cys/Trp モチーフをもと
にしたものであり、配列は下記の通りである。 
Ctr3(12-34): Ac-KKATCKISMLWNWYTIDTCFDKK-COOH 
 Ctr3 の Cys/Trp モチーフを選択した理由は、Ctr3 がホモ三量体として機能するからであ
る。同じ分子を利用して、将来的にCtr mimeticな銅イオンチャネルを人工的に合成できる
可能性を考慮した。ヘテロ三量体であるCtr4とCtr5のCys/Trpモチーフを修飾した分子を
合成するためには、Lys 側鎖に 2 種類の直交な保護基を結合させなければならず、合成が
困難になる。Ctr3 の Cys/Trp モチーフモデルペプチドが Ctr4(113-136)と同様の銅結合構造
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を有することは、蛍光スペクトルおよび蛍光励起スペクトルによって確認を行った。 
6. 2. 1.項と同様の手順で2-クロロトリチルレジン上にペプチド鎖を伸長し、N末端は2. 1. 
1.項に示した方法でキャッピングを行った。合成後、6. 2. 2.項の手順で、側鎖の保護基を保
ったまま脱樹脂を行った。 
 
6. 2. 5. Cys/Trpモチーフと (KA)3の縮合 
 6. 2. 4.で合成したCys/Trpモチーフモデルペプチドと (KA)3をDMF中で混合し、反応点
の 5 当量の NaHCO3と 3 当量のジフェニルリン酸アジドを加え、室温、遮光条件下で 24
時間攪拌することで縮合を行った。反応後、固体のNaHCO3を濾別し、真空ラインでDMF
を留去した。残渣に氷冷したイオン交換水を加えて沈殿を得、冷水とエーテルで沈殿を洗
浄した後、真空ラインで乾燥した。 
 得られたペプチドはCys/Trpモチーフの側鎖の脱保護を行うため、2. 1. 2.と同様のプロト
コルで脱保護反応を行った。生成物は、2. 1. 3.項と同様の手順で逆相HPLCによる精製を
行った。得られたCys/Trpモチーフ修飾 (KA)3をCys/Trp-(KA)3とする。 
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6. 3. Cys/Trpモチーフと Cu(I)が結合することの確認 
 実験 2. 2. 2.と同様のプロトコルで、50 mM MES buffer (pH 5.0) 中、2% CH3CN存在下で
Cys/Trp-(KA)3にCu(I)を 0–4当量まで添加し、蛍光スペクトルを測定した。 
 得られた蛍光スペクトルを図 6-1(a)と(b)に示す。4. 2. 1.で得られた結果と同様に、ペプチ
ドに対して 1.5から 2当量までのCu(I)が結合することが、トリプトファン蛍光強度の減少
と、S-Cu(I)蛍光の増加から確認された。(KA)3分子に修飾しても、Cys/TrpモチーフはCu(I)
を結合することが示された。 
 
 
 しかし、観測された S-Cu(I)結合由来の蛍光は非常に強度が弱く、また、Cu(I)結合の化学
量論も、2当量よりやや少ない。Cys/Trpモチーフは 4. 3.で推定した構造と全く同じ構造を
取っているわけではないと考えられる。環状ペプチドの存在により、主鎖構造が変化して
おり、Ctr5のCu(I)結合構造に近い構造を取っていると考えられる。 
 Cu(I)結合構造に違いはあるものの、Cys/TrpモチーフがCu(I)を結合することが示された
ため、実際にチャネル活性を評価した。 
  
図 6-1 Cys/Trp-(KA)3の蛍光スペクトルのCu(I)添加量依存的な変化。測定は、Cys/Trpモチーフ濃度
を 10 µM(Cys/Trp-(KA)3濃度は 3.3 µM)とし、50 mM MES buffer (pH 5.0)中で行った。励起波長は 295 
nmとした。(a) トリプトファンの蛍光 (~350 nm) を含めた全体図。(b) 銅結合由来の蛍光部分の拡
大図。 
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6. 4. Cys/Trp-(KA)3のチャネル活性の評価 
6. 4. 1. Dehydration-Rehydration法による色素内包リポソームの調製 [107] 
 リポソーム内部が pH 7.4、外部が pH 5.0で、カルボキシフルオレセインを内包したリポ
ソームの分散液を調製した。カルボキシフルオレセインはpH 7.4では強い蛍光を発するが、
酸性側の pHでは著しく蛍光強度が低下する。したがって、リポソーム内外の pHに差があ
るリポソーム分散液を用いることで、カルボキシフルオレセインの蛍光強度が減少するか
どうかでリポソームに孔が開いたかどうか、つまり合成した分子がチャネル活性を有する
かどうかを判断できる[106]。 
 手順 2. 9.と同様の方法でリポソームストック溶液を調製した。脂質を 10 mg秤量し、ク
ロロホルム 1 mlとメタノール 1 mlの計 2 mlで溶解させ、50 mlナスフラスコの底に静かに
滴下した。エバポレーターで 30分程度かけて溶媒を留去し、ナスフラスコ底面に脂質薄膜
を形成した。脂質薄膜を遮光条件下で 20 Pa以下で 2時間以上乾燥した。乾燥後、脂質薄
膜に 50 mM MOPS buffer (pH 7.4) を 2 ml滴下したのち、40℃の水浴でナスフラスコごと脂
質薄膜を加熱し、ボルテックスすることを繰り返して脂質薄膜をナスフラスコ内表面から
剥がし、MLVの懸濁液とした。得られた懸濁液を、超音波プローブを用いて 10分以上超
音波処理を行った後、遠心してチタン粒子や残存する MLV を除去し、上清を Unilamellar 
liposomeの分散液として得た。 
 リポソーム分散液の調製に用いたものと同じ50 mM MOPS bufferを用いて30 µMのカル
ボキシフルオレセイン溶液を調製した。完成したリポソーム分散液と同じ体積の 30 µM カ
ルボキシフルオレセイン溶液を用意し、両者を混合した。混合した溶液をナスフラスコ底
面に静かに滴下した後、ナスフラスコを回転させながらゆっくりと液体窒素に浸け、リポ
ソームと色素の混合溶液をナスフラスコ内表面でうすい殻状の状態となるように冷凍し、
凍結乾燥機で一晩乾燥させた。 
 乾燥したリポソームに 0.2 mlのMOPS bufferを滴下し、緩やかにボルテックスしてふた
たび分散させたのち、30分～1時間室温で静置した。静置後、50 mM MES buffer (pH 5.0) を
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移動相としてゲルろ過カラムで内包されなかった色素を分離した。カラムからのリポソー
ムの溶出は動的光散乱 (DLS) 測定によって検出した。得られた色素内包リポソームの半
径はおよそ 200 nm前後であった。調製したカルボキシフルオレセイン内包DOPCリポソ
ームを、Flu-COOH-liposomeと表記する。 
 
6. 4. 2. 色素内包リポソームを用いた Cys/Trp-(KA)3のチャネル活性の評価 
 得られたFlu-COOH-liposomeのストック溶液を50 mM MES buffer (pH 5.0)で5倍希釈し、
界面活性剤であるトリトンX-100を添加すると、カルボキシフルオレセインの蛍光強度が
著しく低下した (図 6-2)。トリトン X-100 はリポソームを崩壊させるため、リポソーム内
部 (pH 7.4) で蛍光を発していたカルボキシフルオレセインが、リポソーム外の酸性の環境
にさらされたことで蛍光強度が低下したと考えられる。リポソーム内外の pH に勾配が形
成されていることが確認できた。 
 
このカルボキシフルオレセイン内包リポソームの分散液に、終濃度が 6.6 nM、33 nM、
330 nMになるようにCys/Trp-(KA)3を添加し、その直後に蛍光スペクトルを測定した結果
が図 6-3 (a)である。銅イオンの添加が無い場合でも、分子の濃度依存的な蛍光強度の低下
が観測されたことから、合成したCys/Trp-(KA)3は銅イオンの有無にかかわらずリポソーム
内外のプロトンの移動を誘起する、すなわちチャネル活性を持っていることが明らかにな
図6-2 得られたFlu-COOH-liposome 200 µlに1 
w/v％のTriton X-100 / H2Oを 4 µl添加する前
後でカルボキシフルオレセイン由来の蛍光強
度を比較した結果。励起波長は 493 nm。 
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った。一方、Cys/Trp モチーフで修飾していない (KA)3 は、カルボキシフルオレセイン由
来の蛍光強度の変化をもたらさなかった (図 6-3 (b))。このことから、D,L-環状ペプチド部
分である (KA)3の配列は DOPC 膜との親和性が低く、Cys/Trp モチーフ部分の疎水性が環
状ペプチドにチャネル活性を与えたと考えられる。 
 
 
銅添加の有無で、カルボキシフルオレセインの蛍光強度の時間変化を比較した結果が図
6-4 (a), (b), (c) である。系中に銅を添加していない場合、表 6-1に示すように、Cys/Trp-(KA)3
によってカルボキシフルオレセイン由来の蛍光強度は、Triton X-100添加時の蛍光強度の低
下を 100%とすると最大で 43 %低下した。一方、Cys/Trp-(KA)3と共にCu(I)を添加した場合 
(図 6-4 (b)) は、チャネル活性が低下し、蛍光強度の低下は 26 %にとどまった。また、
Cys/Trp-(KA)3と共にCu(II)を添加した場合 (図 6-4 (c)) は蛍光強度の低下は 23%になった。
さらに、Cu(II)を添加した場合、Cu(I)を添加した場合よりも蛍光強度が低下する速度が遅
くなった。Cys/TrpモチーフとCu(I)との結合、またジスルフィド結合の形成などによって、
Cys/Trp-(KA)3と脂質二重膜との親和性が低下すると考えられる。 
当初想定していた、Cys/Trp モチーフへの Cu(I)の付加によってモチーフと脂質膜との親
図6-3 Flu-COOH-liposome に(a) Cys/Trp-(KA)3と(b) 未修飾の(KA)3を添加してカルボキシフルオレ
セインの蛍光を測定した結果。比較のために、この時用いた Flu-COOH-liposome に Triton X-100
を添加した場合の蛍光スペクトルを合わせて示す。励起波長は全て 493 nmである。 
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和性が増し、Cys/Trp-(KA)3が膜中へ移行するという機構は、この分子では成立しないこと
がわかった。これは、環との結合や、Cys/Trpモチーフによる修飾の密度が高すぎること等
によって、Cys/Trpモチーフの主鎖構造が変化したことが原因であると考えられる。 
 
  
 
 
サンプル liposomeのみ Tritonあり 1分後 30分後 60分後 
Cuなし 33.25 (0%) 2.43 (100%) 26.25 (23%) 20.44 (42%) 19.88 (43%) 
Cu(I) 33.12 (0%) 3.53 (100%) 29.80 (11%) 25.80 (25%) 25.29 (26%) 
Cu(II) 33.25 (0%) 2.43 (100%) 30.43 (9.1%) 27.70 (18%) 26.11 (23%) 
  
図 6-4 Flu-COOH-liposome に 5 nMのCys/Trp-(KA)3
を添加し(Cys/Trpモチーフ濃度は 15 nM)、1分後、
30分後、60分後の蛍光スペクトルを測定した結果。
(a) 銅の添加が無い場合。(b) 30 nM のCu(I)を添加し
た場合。(c) 15 nMのCu(II)を添加した場合。比較の
ために、この時用いた Flu-COOH-liposome に Triton 
X-100 を添加した場合の蛍光スペクトルを合わせて
示す。励起波長は 493 nmとした。 
表 6-1 Flu-COOH-liposomeにCys/Trp-(KA)3を添加した際の蛍光強度の変化。括弧内に、ペプチドを添
加する前(liposomeのみ)からの蛍光強度の低下率を示す。 
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6. 4. 3. SH基の酸化によりチャネル活性が低下することの確認 
 6. 4. 2. において、Cu(II)とCys/Trpモチーフが反応することでCys/Trp-(KA)3のチャネル
活性が顕著に低下した。第 2章で述べたように、Cys/TrpモチーフはCu(II)との反応でジス
ルフィド結合を形成する。このジスルフィド結合形成によってチャネル活性が大きく低下
したのではないかと考え、チャネル活性を評価した結果と、DTNBによる SH基定量 (2. 1. 
5.参照) の結果を比較した。SH基定量の方法は 2. 1. 5.と基本的には同様だが、一部変更し
た手順を以下に記す。緩衝液としては 50 mMリン酸 buffer (pH 7.4)ではなくMOPS buffer
を使用した。測定の前に、凍結乾燥して保存しいていたCys/Trp-(KA)3のストックをMOPS 
bufferで溶解し、予め Trp残基の吸光度からサンプル溶液のCys/Trp-(KA)3についてCys/Trp
モチーフ濃度を定量した。濃度は 36.4 µMであった(SH基の還元率が 100%である場合、SH
基濃度は 72.8 µM)。過剰量のDTNBを添加し、300–550 nmの範囲で吸収スペクトルを測
定した。得られたスペクトルから、DTNBのみのスペクトルを、未反応のDTNBのバンド
がおおむね消えるように差し引き、差スペクトルを得た。 
 まず、図 6-3(a)でチャネル活性を示したサンプルについて、DTNBによる SH基定量を行
った結果を図 6-5(a)に示す。SH基濃度は 62.7 µMと求められ、SH基の還元率は 86.3%で
あった。SH基の還元率が 100%ではない理由として、土台であるD,L-(KA)3が分子間で会
合しやすい性質を持っているため、一部の SH基が分子間で S-S結合を形成してしまった
と考えられる。これは、6. 3. において、Cys/Trp-(KA)3とCu(I)の結合の化学量論が 2当量
よりもやや小さかったことと一致する。Cu(I)が十分に結合しなかったのは、必ずしもすべ
ての SH基が還元型で存在していなかったためであると考えられる。 
 次に、測定したサンプルについて空気飽和下で 1時間攪拌を行ったのちに、同様の手順
で SH基定量を行った (図 6-5 (b))。酸化後の SH基濃度は 48.2 µMとなり、SH基の還元率
は 66.2%まで低下した。(KA)3の自己集合性によって S-S結合形成が容易になっていると考
えられる。空気酸化によってある程度 S-S結合を形成したCys/Trp-(KA)3を用いて、6. 4. 2.
と同様のチャネル活性測定を行った結果を図 6-6に示す。活性測定の結果、空気酸化を行
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いSH基の還元率が低下したCys/Trp-(KA)3はチャネル活性がほとんど失われることが分か
った。SH基の酸化は、Cys/Trp-(KA)3のチャネル活性を低下させることが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
   
図 6-5 Cys/Trp-(KA)3について SH基定量を行った結果。(a) 図 6-3(a)の測定に用いたサンプルの定
量結果。(b) SH基定量を行った(a)のサンプルを空気飽和下で 1時間攪拌し、空気酸化を行ったサ
ンプルの定量結果。 
図 6-6 Flu-COOH-liposome に空気酸化後の Cys/Trp-(KA)3を 6.6 nM添加し、1分後、10分後、20
分後、40分後の蛍光スペクトルを測定した結果。比較のために、この時用いた Flu-COOH-liposome
にTriton X-100を添加した場合の蛍光スペクトルを合わせて示す。励起波長は 493 nmとした。 
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6. 5. 考察 
 Cys/TrpモチーフをD,L-環状ペプチドに修飾することで銅イオンに応答してチャネル活
性を有する新規機能性分子を合成することを試みた。第 3章で同定した S-Cu(I)結合由来の
蛍光および第 4章で同定したCu(I)結合に伴うトリプトファン蛍光強度の変化を用い、
Cys/Trpモチーフを環状ペプチドに修飾しても、モチーフあたり 2原子のCu(I)が結合する
ことを示した。しかし、S-Cu(I)結合由来の蛍光は未修飾の場合と比較して弱いことから、
(KA)3に修飾したCys/Trpモチーフがとっている構造は、バルクの溶液中とは異なると考え
られる。バルクの溶液中と同様の構造を持たせ、D,L-環状ペプチドに求める機能を与える
ためには、Cys/TrpモチーフとD,L-環状ペプチドとのリンカー部分を長くし、またCys/Trp
モチーフによる修飾の密度を減らすことで、未修飾の場合に近い構造をCys/Trpモチーフ
に持たせることが必要であると考えられる。未修飾の場合に近い構造を有しているかどう
かは、蛍光スペクトル測定におけるトリプトファン蛍光と S-Cu(I)蛍光の強度比や、第 4章
で同定した蛍光励起スペクトル等から評価できると考えられる。 
 ペプチドの主鎖構造は一般にCDスペクトルを用いて評価できるが、Cys/Trp-(KA)3の主
鎖構造は、CDスペクトルからは評価できなかった。まず、Cys/Trp-(KA)3が非常に高い自
己集合性を有しているため 200 nmよりも短波長側での測定がほぼ不可能である。また、
配列の大部分を占めているのはCys/Trpモチーフ側鎖の部分であるが、中心に存在する
D,L-環状ペプチドがどのようなCDスペクトルを示すのか、先行研究では十分な検討が行
われていない。D,L-環状ペプチドに関して、IRスペクトルの測定やX線結晶構造解析は行
われているが、CDスペクトルとその帰属に関しては極端に報告が少ない。ペプチド鎖で
修飾をしていないD,L-環状ペプチドのCDスペクトルをもとに十分な検討を行う必要があ
るだろう。 
 Cys/Trpモチーフを修飾したD,L-環状ペプチドは、6. 4. 2.の図 6-3に示すように、Cu(I)
を添加しなくても膜と相互作用し、チャネル活性を示した。第 5章で述べたように、Cys/Trp
モチーフはCu(I)の添加が無くてもある程度脂質二重膜との親和性を有している。Cys/Trp
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モチーフが本来有している脂質膜との親和性によって、チャネル活性が示された可能性が
ある。先行研究[106]では、環状ペプチドによって膜に孔が開く際に分子が形成する高次構
造を、Unimeric channel、Barrel stave、Carpet-likeの 3種類に分類している。第 5章では、
Cu(I)を結合していないCys/Trpモチーフは膜のごく表面に存在すると考察したが、D,L-環
状ペプチドに修飾された後も膜との親和性が大きくは変化していないとすると、carpet-like
な高次構造を形成することで脂質二重膜に孔をあけていると考えられる。 
 Cys/Trpモチーフを修飾したD,L-環状ペプチドは銅イオンとの反応に伴ってわずかにチ
ャネル活性が低下した。これは S-S結合形成によるCys/Trpモチーフと脂質二重膜との親
和性の低下が原因であると考えられる。今回行った実験では、Cys/Trp-(KA)3の濃度範囲を
非常に低く設定していたため、S-S結合の有無をラマンで直接観測することはできなかっ
たが、DTNBを用いた SH基定量により、SH基含量の多いサンプルの方が高いチャネル活
性を有していた。S-S結合形成によるチャネル活性の変化がある場合、本来の趣旨とは異
なるが、酸化体のCys/Trpで修飾したD,L-環状ペプチドを合成できれば、還元剤の濃度に
応答してチャネル活性を示す機能性分子が作製できる可能性がある。修飾をしていない
Cys/Trpモチーフは、pH 7–8のバルクの溶液中で 24時間攪拌しても S-S結合を形成しない
ことを確認している。D,L-環状ペプチドに修飾したCys/Trpモチーフに S-S結合を形成さ
せるためには、酸化剤等を用いて合成をする必要があるかもしれない。 
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7. 結論 
 本論文では、銅輸送タンパク質Ctrにおいて新規に発見した金属結合モチーフをCys/Trp
モチーフと定義し、このモチーフと銅イオンとの相互作用について分光学的手法を用いて
検討を行った。Cys/TrpモチーフとCu(II)の相互作用については、S-Cu(I)クラスター由来の
蛍光を検出することで Cu(I)の生成を検出できた。Cu(II)は d軌道に空きがあるため、可視
域に存在する d-d遷移吸収を吸収スペクトルで観測することで、Cu(II)の存在や配位してい
る原子、配位構造を推定できる。しかしCu(I)は d軌道が埋まっているため、吸収スペクト
ルで観測できない。そのためCu(I)は分光学的にサイレントな金属イオンであるとされるこ
ともあるが、1.で示したように、チオールとCu(I)の相互作用は様々な分光特性を有してい
る。また、ラマンスペクトルは、特に芳香族性アミノ酸と金属イオンとの相互作用を解析
する上で非常に強力な手段になる。3、4、5 章では、Ctr タンパク質中に発見した Cys/Trp
モチーフを例に、生体分子とCu(I)の結合を分光測定によって明らかにした。 
 第 3章において、Cys/Trpモチーフに 1当量のCu(II)を添加すると、全体の半数のCys/Trp
モチーフがCu(II)を還元し、さらに還元に関与しなかったCys/Trpモチーフが 1分子あたり
2 原子の Cu(I)を結合することを示した。均一な Cys/Trp モチーフの溶液に Cu(II)を添加し
たことで、分子内 S-S 結合を形成した Cys/Trp モチーフと、Cu(I)を結合した Cys/Trp モチ
ーフが生成したため、不均化反応が起きたと表現できるだろう。分光法による測定は、発
色団周囲の局所構造を解析できるため、このように不均一な生成物が生じる系でも目的の
発色団の反応や構造のみを追跡できる。また、紫外吸収スペクトル、紫外ラマンスペクト
ル測定においては、差スペクトルを用いることで、銅との反応によって構造や反応が変化
した成分のみを抽出し、解析を行った。しかし、分光測定は局所構造解析に強みを持つ一
方で、ペプチド鎖全体の構造を解析することにはあまり向いていない。例えばラマンスペ
クトルは、S-S 結合を容易に検出できるが、分子間 S-S 結合と分子内 S-S 結合を分光測定
から区別することは非常に困難である。第 2章では質量分析とHPLCを併用することによ
ってこの問題を解決している。 
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 第 3章における Cys/Trpモチーフと Cu(II)の反応解析において、チオレートとCu(I)が形
成するクラスター様の蛍光から、Cu(II)の還元と S-Cu(I)結合の生成を明らかにした。過去
の文献で報告されている S-Cu(I)クラスター由来の蛍光は、低分子と Cu(I)が塩の結晶のよ
うな繰り返し構造を持つ大規模なクラスターを形成している場合や、メタロチオネインの
ように 1分子あたり 10原子以上の Cu(I)を捕捉する場合などで報告されていることが多か
った。しかし、Ctr4のCys/Trpモチーフにおいて、僅か 2原子のCu(I)と 2残基のCysが形
成する最低限のクラスター様の構造で、この蛍光が観測されることを示した。また、この
測定は空気の飽和下で行われており、酸素存在下でもある程度安定な S-Cu(I)錯体が溶液中
で生成したことが分かる。発光性がある錯体は材料研究の分野において重要なテーマのひ
とつであるが、今回得られた最低限の構造の S-Cu(I)クラスターが酸素中でもある程度安定
に存在し、発光特性を示すことは、分光学的にも非常に興味深い結果であると言えるだろ
う。 
第 4章では、Cys/Trp モチーフと Cu(I)が形成する錯体の構造解析を、NMR や X線では
なく蛍光やラマンを用いて行った。蛍光・ラマンを用いたことの利点として、不均一なサ
ンプルでも測定が可能である他に、同位体修飾や結晶化など、構造解析用の特殊なサンプ
ルの準備が不要であること、低濃度条件やリポソーム共存下など様々な条件での測定が可
能であることが挙げられる。また、Cys/Trpモチーフは短いペプチド鎖であり、CDスペク
トル測定からもランダムコイル構造の割合が大きいことから、一定の構造を取っておらず、
NMR 等による構造解析は困難であると推測される。膜タンパク質であり、全長での構造
解析が非常に困難である Ctr タンパク質において、新規金属結合モチーフの構造解析を分
光測定で行うことには、生命現象の解明の側面からも一定の意義がある。 
Ctrタンパク質中で Cu(I)を捕捉する配位子として、これまではMet残基、Cys残基など
の S原子による配位の他、芳香族性アミノ酸残基の一種であるHis残基の配位に関しては
よく研究されてきた。しかし、Ctr タンパク質中において、Trp 残基が Cu(I)と相互作用す
るという報告はいままで存在しなかった。紫外共鳴ラマンスペクトルを用いた構造解析に
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よって、Trp残基とCu(I)のカチオン-π相互作用を示したが、このような相互作用は銅シャ
ペロンCusFにおいて観測されていたものの、Ctrタンパク質において Trp残基が果たす役
割を示したのは今回が初めてである。配列の一部分を用いての検討ではあるが、分光測定
による局所構造解析によって、Cys/Trpモチーフの配位構造を詳細に解析できた。 
一方、モデルペプチドの分光測定による構造解析には限界も存在し、Ctr タンパク質中
で幅広く保存されている、膜貫通領域から 20 残基上流のMet 残基については、Cu(I)への
配位を観測できなかった。Met残基のCu(I)への配位は、C-S伸縮振動バンドの変化によっ
て観測されるが、Cys 残基の配位による変化が重なってしまうため、今回のように Cys と
Metが共に存在するような配列ではMet残基の変化を検出できない。また、当然のことな
がら短いモデルペプチドを使用しての構造解析のために、Cys/Trpモチーフの構造が全長の
タンパク質中とは異なっており、決定した配位構造が全長のタンパク質中にはそのまま適
用できない可能性もある。 
その上で今回、Cys/Trp モチーフの Cu(I)配位構造を分光測定によって決定したことは、
構造を決定したこと以上の意義もあると考えている。Cu(I)の結合によって Cys/Trp モチー
フは 550 nmに強い蛍光を発することを示し、その励起スペクトルを得た。またCu(I)結合
に伴うラマンスペクトルの変化を示した。これらの分光測定の結果は、Cys/Trpモチーフを
生細胞中で観測することを試みる場合や、この配列を利用して新規の機能性分子を開発す
る場合に非常に有用である。すなわち、予め生細胞や希薄溶液中、リポソーム存在下での
測定が可能な手法で構造解析を行っているため、得られた蛍光やラマンのバンドをそのま
ま機能性分子の特性の評価に利用できる。 
第 5章において、Cys/Trpモチーフが Cu(I)の結合に伴って脂質二重膜中へ埋没するとい
う機能を有することを、トリプトファン蛍光を用いて示したが、脂質膜存在下でも Cu(I)
が結合することを、5. 2. 1.では 550 nmにおける蛍光で確認している。また、1 mM程度の
ペプチド濃度があれば、4倍のモル数の脂質存在下でもCu(I)結合に伴う主鎖構造の変化が
観測できることを 5. 2. 5.で示した。例えばCys/Trpモチーフを薬剤内包リポソームに修飾
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し、Cu(I)応答性の製剤を開発する場合にも、今回の構造解析で明らかにした Cu(I)結合の
マーカーバンドや、主鎖構造変化のマーカーバンドはそのまま利用できる。 
本論文において、Cys/Trpモチーフの脂質二重膜への埋没は、REESと Stern-Volmer消光
実験を用いて検討を行った。蛍光団を有する分子の膜中への埋没を蛍光によって検出する
方法の一つに、蛍光偏光解消法がある。分子の回転が脂質二重膜中で制限されると、蛍光
団から発せられる蛍光の偏光状態がランダム配向とは異なることを利用し、ある蛍光団が
膜中に存在するか、バルクの溶液中に存在するかを見分けることができる。Cys/Trpモチー
フに関しても、蛍光偏光解消法による測定は試みたが、脂質二重膜の有無や銅イオンの有
無による定常状態での蛍光異方性の変化は観測できなかった。これは、トリプトファンの
インドール環自体があまり大きな異方性を示さないこと、脂質二重膜が流動性の低いゲル
相ではなく流動性の高い液晶相であるため、蛍光団が埋没しても定常状態では蛍光異方性
があまり大きく変化しないためであると考えられる。しかし、蛍光寿命測定の際、蛍光分
子の配向の効果を取り除くマジックアングルを作成する偏光子を除いたところ、脂質二重
膜が存在する系では蛍光寿命の変化が観測されたことから、時間分解偏光異方性の測定を
行った場合には、脂質二重膜の有無や銅イオンの有無による変化が観測される可能性があ
る。本論文では、REES 測定と Stern-Volmer 消光実験の結果は、モチーフの膜移行の根拠
として十分であると判断し異方性の時間分解測定は試みていないが、偏光特性の変化も
Cys/Trpモチーフの膜移行のマーカーとなりうる可能性がある。 
 第 5章での検討によって、Cys/Trpモチーフが膜へ移行するという機能を持っていること
が明らかになったため、第 6章では、第 3章、第 4章で得られたマーカーバンドを利用し、
Cys/Trpモチーフを用いて新規機能性分子を合成することを試みた。D,L-環状ペプチドに修
飾したCys/TrpモチーフがCu(I)を結合することを、第 3章、第 4章で同定した分光マーカ
ーを用いて確認した。一方、環状ペプチドに修飾したCys/TrpモチーフのCu(I)結合構造は
修飾する前のCu(I)結合構造とは異なっていることも示唆された。 
 Cys/Trpモチーフを修飾したD,L-環状ペプチドは、Cu(I)を添加せずとも、Cys/Trpモチー
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フが本来有している膜との親和性によってチャネル活性を示した。またこのチャネル活性
は S-S結合形成によって低下した。今回合成した分子が、どのような高次構造で脂質二重
膜と相互作用しているかは明らかにはならなかったが、第 5 章で行った REES 測定と
Stern-Volmer 消光実験と同様の方法によって、Cys/Trp-(KA)3が脂質二重膜のどの深さに存
在しているか区別できると考えられる。 
 合成した分子と脂質二重膜との相互作用について、本論文ではリポソーム溶液を用いて
検討を行ったが、今後、Supported lipid bilayer等を用いることで、Cys/Trpモチーフや合成
したチャネル分子の膜への移行を全反射ラマンによって観測したり、イメージングを得た
りできるだろう。例えば、ゲル相と液晶相の相分離が起きている膜とモチーフの相互作用
を画像や動画として得ることができれば、脂質ラフトの構造や機能の解明につながる知見
が得られると考えられる。 
 以上のように、第 3章、第 4章で行った分光測定による構造解析の結果から、銅とアミ
ノ酸残基の配位に関する重要なマーカーとなるバンドや分光特性を得ることができた。得
られた分光特性を用いて、第 5章では同モチーフの構造をより生体に近い条件で検討でき、
その結果としてモチーフの膜への移行という興味深い現象を明らかにした。また、得られ
た分光特性を用いて、第 6章では実際に新規機能性分子を合成し、その特性について検討
を行った。Ctr タンパク質中に存在する部分配列の構造解析を通じて、分光測定が構造解
析そのもののための手法として有用であるばかりでなく、分子の移動のような他の手法で
は観測が困難な変化を検出すること、また生命機能を解明するだけでなく、新規機能性分
子の開発にも貢献することを、銅結合モチーフの構造解析を通じて示した。本研究で得ら
れた知見が、生物無機化学ひいては生命科学全体の発展につながることを期待する。 
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